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第Ⅰ章 緒言  

ニホンウナギ  (Anguilla japonica) は，日本の代表的な淡水養殖種

である  (Tanaka, 2015)。養殖に使用されるシラスウナギは，すべて天

然で捕獲されたものである。養殖用シラスウナギの漁獲量は 1960 年

代の年 200 トンから，2010 年代には盛時の 10 分の 1 以下まで急減し

た  (Arai, 2014；水産庁 , 2015)。国際自然保護連合  (IUCN) は 2014

年，ニホンウナギを IUCN レッドリストの「絶滅危惧種」に分類した  

(Kaifu and Yokouchi, 2019)。シラスウナギの価格上昇は，養鰻業社や

鰻屋などの関連産業の経営危機を招く  (Tanaka et al., 2006)。そのた

め，シラスウナギを人工的に生産する技術の開発が強く望まれている。 

人工種苗生産のためには成熟した親魚を確保する必要があるが，ウ

ナギは飼育環境下では性成熟せず，卵巣内の卵母細胞の発達は卵黄形

成開始前後で停止する  (Ijiri et al., 1998; Kagawa, 2003；Kagawa et 

al., 2005)。魚類の成熟は他の脊椎動物と同様に，主に脳下垂体から分

泌される生殖腺刺激ホルモンによって制御されている  (小林・足立 , 

2002；小林・大久保・足立 , 2013)。しかし，未熟なウナギの脳下垂体

ではほとんど生殖腺刺激ホルモンが作られていないため，ウナギの卵

黄形成を進行させ，性成熟を誘起するためには人為的なホルモン処理  

(催熟 ) が不可欠であった  (Ijiri et al., 2011)。  

ニホンウナギの催熟技術の開発は，1960 年代から行なわれ  (日比谷，

1961；石田・石井，1970；Tanaka, 2015)，北海道大学の山本ら  (1974) 

は雌の天然の下り  (銀 ) ウナギにサケ脳下垂体摩砕物  (ホモゲネート )  

(SPH) を，雄の下りウナギおよび養殖ウナギにシナホリン  (脳下垂体

および胎盤性生殖腺刺激ホルモンを混合したホルモン剤 ) をそれぞれ
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筋肉内に注射して得られた卵および精子を用いた人工授精により，世

界で初めて人工孵化に成功し，孵化後 5 日間の発生を観察した  

(Yamamoto and Yamauchi, 1974)。さらに，同大学の山内らは 1976 年

に孵化後 14 日間のプレレプトセファルス幼生までの飼育成功を報告

している  (Yamauchi et al., 1976)。しかし，当時の催熟法では，排卵

直前までは進行するが排卵に至る個体は 1-2%で，排卵せずに過熟状態

になることが非常に多かった。その後，Nagahama and Adachi (1985) 

は 17α,20β-ジヒドロキシ -4-プレグネン -3-オン  (DHP) を魚類の最終

成熟を誘起するステロイドホルモンとして世界で初めて同定した。こ

の発見に従って，Yamauchi (1990) は，卵黄形成を完了したウナギに

DHP を 1 µg/g-BW で投与することによって高い確率で排卵を誘導さ

せることに成功した。  

一方，下りウナギを使った成熟誘導の研究では，親魚を入手するこ

とが非常に困難であったため，養殖ウナギを親魚として用いることが

考えられたが，養殖ウナギは極端に雄が多く  (松井，1972)，また，外

見では雌雄を見分けることはできないため，雌親魚の確保が大きな問

題となっていた。そこで，愛知県水産試験場の Tachiki et al. (1997) 

は 80 年代後半から養殖魚を産卵用雌親魚として育成する技術開発に

取り組み，1991 年に，シラスウナギに雌性ホルモン  (エストラジオー

ル -17β:E2) を経口投与することで大部分を雌に分化させる方法を開

発した。さらに，雌化ウナギを催熟して卵を得，孵化仔魚を得ること

にも成功した  (立木，1992)。その後，Ijiri et al. (1998) は，雌化ウナ

ギが天然下りウナギと同様の確率で，催熟によって排卵まで誘導され
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ることを報告し，雌化ウナギが大量安定供給可能な催熟用の雌親魚と

して非常に有用であることが示された。  

その後，催熟法は改良が重ねられ，雌雄ともに安定して大量の配偶

子を得ることができるようになった  (Ohta and Izawa, 1996; Ohta et 

al., 1996, 1997; Kagawa et al., 1997, 1998)。具体的には，雌に対し

てはサケ脳下垂体抽出物  (SPE) を 2 0 -40  mg / kg -BW の 濃 度 で 週 1

回 腹 腔 内 に 連 続 注 射 す る こ と で 卵 黄 形 成 を 進 行 さ せ ， 2~3 か 月

後 に 最 大 卵 群 の 平 均 卵 径 が 80 0  µ m 前 後 に 達 し た 時 点 で ， 同 濃

度 の SPE の プ ラ イ ミ ン グ を 行 な い ， さ ら に そ の 24 時 間 後 に

DHP あるいはその前駆体の 17α‐ ヒ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン  

(17α -O HP )  を注射することで卵成熟および排卵を誘導している。同

時に，雄に対しては，ヒト胎盤性生殖腺刺激ホルモン  (hCG) の連続投

与により精子形成および排精を促し，受精可能な精子を得ている。  

さらに，アブラツノザメ卵  (Squalus sp.) を含む新規仔魚用飼料を

用いて，レプトセファルス幼生の生産  (Tanaka et al., 2001)，および

その後のシラスウナギへの変態  (Tanaka et al., 2003) に成功した。そ

して，2010 年に本種の完全養殖に成功した  (田中秀樹 , 2010; Masuda 

et al., 2012)。こうした努力にもかかわらず，卵からレプトケファルス

期，シラスウナギ期までの生存率が非常に低いため，現在までシラス

ウナギは商業的に生産されていない  (Tanaka, 2015)。シラスウナギの

大量生産の阻害要因の一つとして，ホルモン処理により成熟を誘導し

た雌から得られた卵の質が不安定であることが挙げられる  (Kagawa 

et al., 2013; Kazeto et al., 2019)。  
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卵質が安定しない原因の一つとして，親魚に用いられる雌化ウナギ

の卵巣が，天然下りウナギほどには発達していない  (Ijiri et al., 1998) 

ことが挙げられる。また，雌化ウナギが高年齢化すると催熟結果が悪

くなることも経験的に分かっていた。ニホンウナギでは，催熟開始前

の卵巣ステージが油球形成後期に達していない個体は，催熟処理して

も成熟に至らないとされている  (Ijiri et al., 1998)。雌化ウナギでは，

生殖腺指数  (GSI＝生殖腺重量×100/体重 ) は周年に渡っておおむね

0.2 以下の極めて低い状態が続き，季節変化がみられる  (Yoshikawa, 

1995; Yoshikawa,2012; Kagawa, 2003)。催熟季節が秋季よりも春季の

方で不良卵が多いことも知られていた。さらに，未熟な雌ウナギを海

水で長期間蓄養することで卵黄形成を促進可能である  (Kagawa, 

2003)。また， Ijiri et al. (1998) の結果により，SPH を用いてニホン

ウナギを催熟した際，その投与量が成熟率に顕著に影響することが報

告されている。しかし，雌化ウナギをどのような環境で飼育し，どの

ように催熟するかを詳細に検討した例はなかった。従って，雌化ウナ

ギを適切な環境で飼育し，卵母細胞を下りウナギ程度にまで発達させ

ることができれば，その後の催熟における卵質改善に繋がることが期

待できる。  

催熟前の雌親魚の卵巣発達状況に加え，卵質悪化の最も大きな原因

と考えられるのが，排卵誘発のためのホルモン処理のタイミングであ

る。排卵誘発が早かったり遅かったりすると，授精後すぐに沈下する

不良卵になることが示唆されている  (Unuma et al., 2005)。雌ウナギ

の成熟の進行を評価するための唯一の指標として，以前は比体重が用

いられていた。また，比体重が一定値以上になると，排卵誘導のため
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のホルモン投与や，産卵誘発のための成熟雄とのペアリングが行われ

ていた  (Satoh et al., 1992; Tachiki and Nakagawa, 1993)。当時は，

雌の排卵率は高くなく，卵質も悪かった。Kagawa et al., 1995 は，卵

母細胞径と  MIS (DHP) に対する反応性の関係を検討し，卵母細胞径  

800 µm を超えると  MIS に反応して最終成熟・排卵する能力が高く

なることを明らかにしている。この結果をもとに，卵母細胞径が  800 

µm を超えると，雌に対して  SPE をプライミングする現在のプロト

コールが開発された  (Ohta et al., 1997)。近年，種苗生産研究のため

にニホンウナギを成熟させている機関では，この方法，または若干変

更した方法が一般的に用いられている  (Seoka et al., 2003; Horie et 

al., 2008; Okamura et al., 2009; Chai et al., 2010)。しかし，卵質は

まだ不安定で，卵質が高い個体も認められるが，その他の多くの個体

では非常に卵質が低い  (Unuma et al., 2004)。  

適切なタイミングを把握するため，体重と卵径変化をチェックする

ことに加え，卵母細胞中の油球の数や大きさもよい指標になることも

知られている。油球は最終成熟期に互いに融合するが，油球を指標と

して利用するためには，その融合の進行度ステージを段階的に詳細に

分類することが有効と考えられる。卵質を向上させるためには，雌親

魚の成熟状態を正確に把握し，最適なタイミングで排卵誘発処理を行

なうことが前提条件となるが，本研究が始まる前には詳細に条件検討

した例はほとんどなかった。  

 そこで，本研究では，ニホンウナギの催熟技術の高度化を目的とし

て，第Ⅱ章では，年級の異なる雌化養成ウナギにおける卵巣発達の周

年変化を調べた。第Ⅲ章では，春季催熟技術の改善を試みた。第Ⅳ章
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では，油球ステージ法の確立による催熟技術の高度化を試みた。  

本稿を進めるにあたり，本研究に終始御懇切なるご指導と激励をい

ただいた北海道大学足立伸次名誉教授，北海道大学大学院水産科学研

究院井尻成保准教授に心から感謝致します。また，御多忙の中，数々

の有意義な御助言，御教示をいただいた同大学院水産科学研究院都木

靖彰教授，水田浩之教授に厚く感謝の意を表します。更に，実験に協

力していただくとともに多大なご支援をいただいた国立研究開発法人

水産研究・教育機構の鵜沼辰哉博士，田中秀樹博士  (現近畿大学 )，風

藤行紀博士，野村和晴博士に心から御礼申し上げます。最後に，実験

に際し多大な御協力を頂いた，北海道大学淡水増殖研究室の松谷紀明

氏  (現青森県水産総合研究所 )，泉ひかり博士  (現弘前大学 ) をはじめ，

同研究室の皆様にこの場を借りて厚く御礼申し上げます。  
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第Ⅱ章 年級の異なる雌化ウナギにおける卵巣発達の周年変化  

シラスウナギとして来遊したニホンウナギは，その後河川や汽水域

で成長し，雄でおよそ 4 歳前後，雌ではおよそ 7 歳程度で性成熟を開

始し，産卵場へ向かう。その時のそれぞれの体重は，雄で 200～300 g，

雌は 300 g 以上である。この大きさは，飼育下ではシラスウナギを池

入れしてから 1～2 年で達する。これまで，催熟に用いる養成ウナギが

高齢になると，良質卵を得にくくなることが経験的にわかっていた。

しかし，その原因が卵巣の発達度合によるものかは不明であった。各

研究機関で行われている催熟試験をみてみると，用いる雌化親魚の年

齢にばらつきがみられた。これらの要因として，通常の養成ウナギで

はほとんどが雄になることが知られている中で，卵を得るために必要

な雌には，シラスウナギ期からエストラジオール -17β を市販のウナギ

用飼料に混合  (10 mg/kg 飼料 ) し，6 か月間給餌して雌化  (Tachiki et 

al., 1997) しなければならないという手間に加え，シラスウナギの価

格高騰により毎年購入できないこと，雌化親魚が残っていれば，年齢

に関係なくそこから使用して経費を削減するなどの背景があると考え

られる。そこで本章では，催熟で使用する雌化ウナギは何歳が適当な

のかを知るために，年級の異なる雌化ウナギにおける卵巣発達の周年

変化を調べた。  
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1．材料と方法  

1-1．供試魚  

販売業者から 3～4 月に購入したシラスウナギに対し，エストラジ

オール -17β を市販のウナギ用飼料に混合  (10 mg/kg 飼料 ) して 6 か月

間給餌することにより雌化  (Tachiki et al.1997) し，その後通常の市

販飼料で年間飼育して雌親魚とした。  

実 験 に は 養 成 2 年 目  ( 平 均 体 重 ± 標 準 誤 差  ( 以 下 ， 同 じ ) ：

553.1g±166.3 g)，3 年目  (920.4g±202.1 g)，6 年目  (1,216.6±118.1 g) 

の雌化養成ウナギを用い，淡水，自然日長下のハウス内で淡水高温  (水

温 23～28℃ ) 飼育し，各年級群７～９尾を飼育水槽から任意に抽出し，

サンプリングに供した。  

 

1-2．卵径および生殖腺指数  (GSI) の測定  

サンプリング時には，供試魚を２－フェノキシエタノールで麻酔し

た後，体重を測定し，尾部静脈から約 0.5 mL 採血を行なった。その後

卵巣を摘出して重量を測定し，生殖腺指数  (GSI＝生殖腺重量×100/体

重 ) を求めた。    

各個体から採取した卵巣組織をウナギ用リンゲル  (NaCl 151 mM, 

KCl 3.3 mM, CaCl2 4.9 mM, MgCl2 3.5 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4) 

で満たしたシャーレの中に入れ，一部はピンセットで卵濾胞を分離し，

実体顕微鏡下で撮影した。残りの卵巣片はブアン氏液で固定した。卵

濾胞の写真から 100 個分の卵径  (壊卵は除外 ) をランダムに測定し，

上位 20 個分の平均値を最大卵群卵径として求めた。一方，固定した卵

巣片は組織学的に観察した。血液は 4℃で一晩静置した後，4℃，3500 



9 
 

rpm で 20 分遠心して血清を分離した。血清はホルモン分析まで -30℃

で凍結保存した。  

 

1-3. TR-FIA による血中 11-ケトテストステロン  (11KT) 量の測定  

抗 原 固 相 化 用 緩 衝 液  (NaHCO3 4.2 g/500 mL-DW, Na2CO3 5.2 

g/500  mL-DW, pH 9.3) であらかじめ 100 倍に希釈し， -30℃で保存

しておいた各ステロイドホルモンの BSA-ステロイド結合抗体  (BSA

抗原 ) 溶液を，抗原固相化用緩衝液で 2000 倍となるように調製した。

この溶液を 96 穴マイクロタイタープレート  (greiner bio-one) のウェ

ルに 100 µL ずつ分注し，4℃で 18 時間静置することで各ウェルをコ

ーティングした。その後，抗原をコートした各ウェルを洗浄液  (0.9% 

NaCl, 0.05 M NaN3) で 3 回洗浄した後，非特異反応を防ぐためブロ

ッキング溶液  (0.1% BSA, 0.05 M Na2HPO4, 3% Sucrose, 0.05% 

NaN3) を 200 µL ずつ分注し，20℃  (室温 ) で 1 時間静置した。  

そして，先の固相化およびブロッキング済みのプレートを用意し，

ウェル洗浄液で 3 回洗浄した。アッセイ緩衝液  (50 mM Tris-HCl, 

0.6% NaCl, 0.05% NaN3, 0.01% Tween40, 20 µM 

Diethylenetriamine-N, N, N’, N”, N” – pentaacetic acid : DTPA, 0.1% 

BSA, pH 7.7~7.8) で各濃度  (0.024~50 ng/mL) に希釈したスタンダ

ード溶液とアッセイ緩衝液を加えてよく撹拌し，測定試料をこのプレ

ートに 25 µL ずつ分注した。抗体をアッセイ緩衝液で希釈し，75 µL

ずつバックグラウンドを除く全てのウェルに注入し，4℃で 18 時間静

置した。反応後，ウェル洗浄液で 3 回洗浄し，ユーロピウム標識 IgG

抗体  (goat Eu-anti-rabbit IgG) をアッセイ緩衝液で 25 ng /ウェルに
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調製し，100 µL ずつ全てのウェルに分注した。20℃  (室温 ) で 1 時間

振 と う 後 ， ウ ェ ル 洗 浄 液 で 3 回 洗 浄 し た 。 そ の 後 ， 増 強 試 薬  

(PerkinElmer Wallac 社 ) を 100 µL ずつ全てのウェルに分注し，5 分

間振とう後，マルチラベルカウンタ  (1420 ARVO-D, Wallac 社 ) によ

り  613 nm の蛍光強度を測定した。  

 

1-4．卵巣の組織学的観察  

卵巣片をブアン氏液で 2 日間固定した後，70%エタノールで保存し

た。その後，エタノールで脱水後，常法に従いパラフィン包埋し，5 µm

の組織切片を作製した。切片作製後，ヘマトキシリン -エオシン染色を

行ない，光学顕微鏡により観察した  

 

1-5．統計処理  

データは特に指定がない限り，平均値±標準誤差で表した。年級群間

の差を調べるために，BellCurve for Excel version 2.0 (Social Survey 

Research Information Co., Ltd; Tokyo, Japan) を用いて，Kruskal 

Wallis 検定の後，Steel-Dwass 検定を実施した。統計的有意性はｐ＜

0.05 とした。  
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2．結果  

2-1．卵径の周年変化  

 図 1 に年級群ごとの卵径の周年変化を示した。養成 2 年目の雌化ウ

ナギの卵径は，5 月のサンプリングで他の 2 年級群と比べて有意に低

値を示したが，その後各年級群間の有意差はみられなかった。11 月以

降では養成 2 年目の卵径が他の 2 年級群より高値を示した。養成 3 年

目と 6 年目を比較すると，ほとんどのサンプリングで養成 6 年目の卵

径が低値を示した。  

 

2-2．GSI の周年変化  

図 2 に年級群ごとの GSI の周年変化を示した。養成 2 年目の雌化ウ

ナギの GSI は，5 月のサンプリングで養成 6 年目より有意に低値を示

したが，7 月以降のサンプリングでは養成 3 年目との間に有意差はみ

られず，11 月と 1 月のサンプリングでは，他の年級群に比べ高値を示

した。養成 6 年目は，9 月以降，常に他の年級より低値を示し，10 月

のサンプリングでは他の 2 年級群に比べ，有意に低値を示した。  

 

2-3．血中 11-KT の周年変化  

図 3 に年級群ごとの血中 11-KT 量の周年変化を示した。5 月から 9

月までのサンプリングでは各年級群に有意差はみられなかったが，9

月から 10 月にかけて養成 6 年目の値が低下するのに対し，養成 2 年

目と 3 年目は上昇し，特に養成 2 年目の値の上昇は顕著で，10 月には

養成 6 年目と，11 月は他の 2 年級群と比べて有意に高値を示した。そ

して，1 月にかけて急激な値の低下がみられたものの，1 月の値は養成  



12 
 

  



13 
 

  



14 
 

  



15 
 

6 年目に比べて有意に高値を示した。養成 6 年目の値は，9 月から 1 月

にかけて，他の年級群より低値を示した。  

 

2-4．卵巣の組織学的観察  

 図 4-1,2,3 に年級群別の卵巣組織像を示した。卵巣中の卵母細胞の

ステージは個体により大きく異なり，油球形成前期から卵黄形成初期

まで観られた。養成 2 年目では，5 月には油球形成後期に達した卵母

細胞は観察されなかったが，10 月以降は油球形成後期の卵母細胞が多

く，卵黄形成初期に達したものもあった。しかし，養成 3 年目の 5 月

になると，油球形成後期の卵母細胞は一部の個体を除き退行した。10

月以降は油球形成後期の卵母細胞は観られたが，2 年目ほど発達した

個体は多くはなかった。養成 6 年目になると，油球形成後期に達する

卵母細胞はほとんど観られなかった。  
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3．考察  

本章では，年級群ごとの卵径，GSI，血中 11KT 量および卵巣中の卵

母細胞の組織学的周年変化を調べた。その結果，養成 2 年目の雌化ウ

ナギの卵径および GSI は，5 月には他の年級群と比べて有意に低値を

示したが，11 月以降は，他の年級群に比べ高値を示した。卵巣中の卵

母細胞のステージは 5 月には油球形成後期の卵母細胞は観られなかっ

たが，10 月以降は油球形成後期の卵母細胞が多く，卵黄形成初期に達

したものもあった。しかし，養成 3 年目の 5 月になると，油球形成後

期の卵母細胞は多くが退行した。退行しなかった次群の卵母細胞は再

び油球形成が進行したが，2 年目ほど発達したものは多くはなかった。

養成 6 年目になると，卵径および GSI は，常に他の年級より低値を示

し，油球形成後期に達する卵母細胞はほとんど観られなかった。これ

らの変化に伴い血中 11KT 量は養成 2 年目と 3 年目は春季から秋季に

向けて上昇し，特に養成 2 年目の値の上昇は顕著で，他の年級群と比

べて有意に高値を示した。一方，養成 6 年目の値は多くが他の年級群

より低値を示した。  

すなわち，初回成熟  (春機発動 ) の養成 2 年目の個体は秋季に卵巣

が発達し，卵母細胞の油球形成は顕著に進行するが，冬季から春季に

かけて油球形成後期の卵母細胞の一部は退行すると思われる。養成 3

年目になると，卵巣中の退行していない次群の卵母細胞の油球形成は

進行するが，2 回目の成熟では初回ほど発達した個体が少なくなると

考えられる。このような周年変化を毎年繰り返すが，高齢になるほど

油球形成後期に達する卵母細胞は少なくなる。ニホンウナギでは，油

球形成は 11KT により促進されることがわかっており  (Endo et al., 
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2011)，血中 11KT 変化もこのことをよく裏付けていた。11KT 産生は

主に生殖腺刺激ホルモン  (GTH) の 1 つである濾胞刺激ホルモン  

(FSH) により支配されていると考えられることから，初回成熟の秋季

には FSH および 11KT により卵巣中の最も大きな卵母細胞が油球形

成し，冬至前後にはエストラジオール -17β (E2) の刺激により卵黄形

成も開始すると思われる。その後日長が増加する春季に向けて FSH 産

生が低下するのに伴い発達した卵母細胞は退行し，春分の日以降に日

長が徐々に増加すると再び FSH が産生され，次群の卵母細胞の油球形

成が進行するのであろう。  

以上のように，高齢になるほど秋季の卵巣発達が悪くなることが初

めて明らかになり，このことが催熟結果に表れ，良質卵が得にくくな

ると考えられる。また，生検により個体を殺すことなく取り出した卵

巣卵の卵径や血中 11KT 量が良質親魚を識別するよい指標となること

も確認された。しかし，いずれの年級群においても卵巣発達の個体差

は大きく，若齢魚でも催熟成績が悪かったり，高齢魚でも良質卵が得

られたりすることも珍しくはないことから，催熟前の卵巣発達度を事

前に把握しておくことにより，良質卵を多く得ることができるだろう。 
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第Ⅲ章 春季催熟技術の改善  

秋季から冬季に行なう催熟結果に比べて，春季に行なう催熟成績は

低い傾向がみられる。その原因の一つとして，第Ⅱ章で記したように，

飼育下では秋季から冬季に発達した卵母細胞が，その後の継続飼育に

より退行するためと思われる。1 年中，良質卵を得るためには，春季催

熟結果の向上が不可欠であり，そのためには，卵母細胞の退行をなる

べく防ぐ技術が必要不可欠である。そこで本章では，春季催熟前の冬

季蓄養条件を検討し，卵母細胞の退行を防ぎ，春季催熟技術の改善を

試みた。  
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1．材料と方法  

1-1．供試魚  

販売業者から 3～4 月に購入したシラスウナギに対し，エストラジ

オール -17β を市販のウナギ用飼料に混合  (10 mg/kg 飼料 ) して 6 か月

間給餌することにより雌化  (Tachiki et al., 1997) し，その後通常の

市販飼料で年間飼育して，実験には養成 2 年目の雌化養成ウナギを用

いた。  

 

1-2．冬季蓄養環境条件  

秋季の飼育水温低下をせず，12 月 1 日までは水温 26～28℃，自然

日長で淡水給餌飼育した。12 月 1 日から 4 月 11 日まで図 5 に示す条

件で蓄養し，12 月海水化自然水温区，12 月海水化 15℃区，2 月海水

化 15℃区，淡水高水温区  (給餌あり ) の計 4 群を設けた。3 月 28 日に

は全群水温 15℃で海水馴致した。   

1-3．催熟前の卵径の測定と卵巣の組織学的観察  

4 月 5，6 日のサンプリング時には，供試魚を２－フェノキシエタノ

ールで麻酔した後，体重を測定し  (各年級群の全長と体重 )，バイオプ

シー法により採取した卵巣組織をウナギ用リンゲル  (NaCl 151 mM, 

KCl 3.3 mM, CaCl2 4.9 mM, MgCl2 3.5 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4) 

で満たしたシャーレの中に入れ，一部はピンセットで卵濾胞を分離し，

実体顕微鏡下で撮影した。残りの卵巣片はブアン氏液で固定した。卵

濾胞の写真から 100 個分の卵径  (壊卵は除外 ) をランダムに測定し，

上位 20 個分の平均値を最大卵群卵径として求めた。一方，固定した卵

巣片は組織学的に観察した。  
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卵巣片は，ブアン氏液で 2 日間固定した後，70%エタノールで保存

した。その後，エタノールで脱水後，常法に従いパラフィン包埋し，5  

µm の組織切片を作製した。切片作製後，ヘマトキシリン -エオシン染

色を行ない，光学顕微鏡により観察した。  

 

1-4．催熟  

蓄養終了後，4 月 11 日から水温 15℃で Kagawa et al. (1997) およ

び  Ohta et al. (1997) が報告した方法にそれぞれ修正を加え，雌ウナ

ギおよび雄ウナギに催熟を行なった。  

各試験区 19～20 尾の雌を 4 つの 2000 L 水槽で飼育した。水槽には

砂ろ過した 15 ℃の海水を供給した  (掛け流し方式 )。雌ウナギには毎

週月曜日に SPE (20 mg/kg-BW) を腹腔内投与し，15 週間実施し，そ

れまでに採卵に至らない個体は，非成熟個体とした。毎週注射前に体

重を測定し，催熟期間中に死亡した率や採卵までの経過週数について

測定した。  

雄 ウ ナ ギ に は 毎 週 月 曜 日 に ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン  (2000 

IU/kg-BW) を腹腔内注射し，15 週間間実施した。排精した雄から精子

を繰り返し得て，人工精漿  (Ohta and Izawa, 1996) で 100 倍に希釈

し，3 週間以内に人工授精に使用した。使用前には顕微鏡を用いて，精

子の運動活性を評価した。  

ホルモン注射や配偶子採取の際には，雌雄のウナギは海水に溶かし

た 2-フェノキシエタノール  (1 mL/L) で麻酔をかけた。  

 

  



25 
 

1-5．孵化実験  

卵  (2 g) にあらかじめ希釈した精液  (精子運動率 50％以上 ) 1 mL

を授精し，100 mL の海水に分散させた。約 120 個の卵を含むこの海

水 3 mL を用いて，48 ウェル組織培養マイクロプレートを用いた個別

飼育法  (Unuma et al., 2004) で孵化率を測定し，受精卵を入れたマイ

クロプレートは 25℃で培養した。孵化率は人工授精から 3 日後に計数

した。この値は，各雌について以下の式で算出した。  

 

孵化率  (％ ) ＝100× (孵化仔魚の数 ) ／  (マイクロプレートに収容さ

れた受精卵の数 )  

 

1-6．統計処理  

データは特に指定がない限り，平均値±標準誤差で表した。各指標の

群 間 の 差 を 調 べ る た め に ， Fisher の 正 確 確 率 検 定  ( 拡 張 版 )  

(http://aoki2.si.gunma-u.ac.jp/exact/exact.html) または，BellCurve 

for Excel version 2.0 (Social Survey Research Information Co., Ltd; 

Tokyo, Japan) を用いて，一元配置分散分析の後，Tukey-Kramer 検

定，または，Kruskal Wallis 検定の後，Steel-Dwass 検定を行なった。

統計的有意性はｐ＜0.05 とした。  

 

  

http://aoki2.si.gunma-u.ac.jp/exact/exact.html
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2．結果  

2-1．飼育水温変化  

 図 5 に，各試験区の冬季蓄養時の水温を示した。12 月海水化自然水

温区は，12 月 1 日の海水注水後から水温は低下し，1 月 17 日に最低

飼育水温 6.8℃となった。その後水温は上昇し，2 月 28 日までに 14.7℃

まで上昇した後，3 月 13 日に 10.3℃まで再び低下し，その後 14.2℃

まで上昇した。そして 3 月 28 日に，催熟試験のため海水 15℃で飼育

した。  

 12 月海水化 15℃区は，前述の 12 月海水化自然水温区と同様に，1

月 17 日に最低飼育水温 6.8℃となり，2 月 1 日に飼育水温 10.0℃まで

上昇した後，その日から，催熟試験のため海水 15℃で飼育した。  

 2 月海水化 15℃区は，最低飼育水温 24.0℃の淡水で飼育した後，2

月 1 日から催熟試験のため海水馴致を行いながら，飼育水温 15℃とし

た。  

 淡水高水温区は，最低飼育水温 23.7℃の淡水で飼育した後，催熟試

験のため 3 月 28 日から海水馴致を行いながら，飼育水温 15℃とした。  

 

2-2．催熟前の卵径  

 図 6 に，各試験区の雌ウナギの催熟前卵径を示した。12 月海水化自

然水温区は平均 244.7±7.5 µm，12 月海水化 15℃区は 222.3±15.6 µm，

2 月海水化 15℃区は 204.1±8.4 µm，そして淡水高水温区は 205.4±10.2 

µm となった。Kruskal Wallis 検定の後，Steel-Dwass 検定を行なっ

た結果，12 月海水化自然水温区と 2 月海水化 15℃区および淡水高水  
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温区の間に有意差がみられ，12 月海水化自然水温区が最も高値を示し  

た。  

 

2-3．孵化率  

 図 7 に，各試験区のふ化率を示した。12 月海水化自然水温区は平均

23.2±6.4％，12 月海水化 15℃区は平均 56.9±7.8％，2 月海水化 15℃

区は平均 39.6±7.5％，淡水高水温区は平均 31.8±8.4％となった。一元

配置分散分析の後，Tukey-Kramer 検定を行なった結果，12 月海水化

自然水温区と 12 月海水化 15℃区の間に有意差がみられ，12 月海水化

自然水温区は有意に低値を示した。  

 

2-4．非成熟率  

 表 1 に，各試験区の非成熟率を示した。12 月海水化自然水温区は全

て採卵に至ったのに対し，他の試験区では 15.0～21.1％の非成熟個体

が発生したが，Fisher の正確確率検定の結果，各試験区の非成熟率に

有意差はみられなかった。  

 

2-5．死亡率  

 表 1 に，各試験区の死亡率を示した。12 月海水化自然水温区のみ

10.5％の死亡個体が見られたが，Fisher の正確確率検定の結果，各試

験区の死亡率に有意差はみられなかった。  

 

2-6．採卵までの経過週数  

 表 1 に，各試験区の採卵までの経過週数を示した。採卵に至るまで，  
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12 月海水化自然水温区は平均 9.7±1.9 週，12 月海水化 15℃区は平均

9.2±2.2 週，2 月海水化 15℃区は平均 11.2±1.9 週，淡水高水温区は平

均 10.9±2.6 週かかったが，一元配置分散分析の後，Tukey-Kramer 検

定を行なったが，各試験区の採卵までの経過週数に有意差はみられな

かった。  

 

2-7．催熟前の卵巣の組織学的観察  

図 8 に，各試験区の平均的な卵母細胞および最も発達した卵母細胞

の組織像を示した。卵母細胞のステージは各群で油球形成後期から卵

黄形成初期の卵母細胞を有する個体がみられたが，個体差が大きく，

油球形成前期の卵母細胞しか持たない個体や卵黄形成中期に達した個

体も観察された。  
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3．考察  

本章では，春季催熟技術の改善を目的として，春季催熟前の冬季蓄

養条件を検討した。Ⅱ章では冬季の水温が約 23℃にまで低下したため，

秋季の性成熟が進行し，春季には卵母細胞の一部が退行を開始した。

そこで本章においては，12 月 1 日までは水温 26～28℃，自然日長で

淡水給餌飼育した。12 月 1 日からは 12 月海水化自然水温区，12 月海

水化 15℃区，2 月海水化 15℃区，淡水高水温区  (給餌あり ) の計 4 群

を設けた。3 月 28 日には全群水温 15℃で海水馴致した。これらの条

件で蓄養した結果，催熟前には全群で卵径 200 µm 以上あり，催熟可

能なサイズと確認された。Ⅱ章の結果では，4 月頃から卵母細胞の一

部が退行するようであるが，淡水高水温区でも顕著な退行は観られな

かったため，少なくとも養成 2 年目の秋から 4 月までは催熟に使用で

きると考えられる。本研究では，催熟前に 15℃に水温低下と海水馴致

をしているため，淡水高水温区でも孵化仔魚が得られたと思われる。

各群の催熟の結果，平均孵化率は約 20-60％と多くの良質卵が得られ

た。採卵までの経過週数から判断すると，12 月海水化自然水温区と 12

月海水化 15℃区における催熟前の卵巣発達がやや進行していたよう

である。組織学的観察では，各群で油球形成後期から卵黄形成初期の

卵母細胞を有する個体がみられたが，淡水高水温区では卵黄形成を開

始している個体はいなかった。従って，卵黄形成は低水温  (15℃ ) で 2

週間程度では開始しないと思われる。  

 以上のように，春季催熟前の冬期蓄養の水温低下と海水化が卵巣発

達を促進することおよび高水温かつ淡水環境が卵巣発達を抑制するこ

とが確認された。12 月海水化 15℃区の平均ふ化率は約 60%と極めて
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良質卵が得られる個体が多かった。一方，12 月海水化自然水温区は有

意にふ化率が低かったが，催熟前の水温が 15℃区より低かったことが

原因かもしれない。また，催熟前の卵巣発達の個体差が大きいことも

明らかになった。Ⅱ章の結果から判断すると，高水温条件でも 5 月か

ら夏ころまでは卵母細胞の退行がさらに進行すると思われ，この時期

の催熟と採卵は難しくなると考えられるため，今後親魚の飼育環境  

(水温と日長 ) を工夫する必要がある。  
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第Ⅳ章 油球ステージ法の確立による催熟技術の高度化  

 

第 1 節 ニホンウナギ卵母細胞における油球の融合：ステージ分類と

卵母細胞の最終成熟および排卵誘発のためのバイオマーカーとしての

利用  

現在，ウナギの卵を得るためのプロトコールでは，雌に毎週 SPE を

注射して卵母細胞の発達を促している。卵母細胞が十分に成長した成

熟雌は，減数分裂の再開と卵核胞の崩壊を含む卵母細胞の最終成熟と

それに続く排卵を誘導するために，さらにプライミングのための SPE

と卵成熟誘起ステロイド  (MIS) またはその前駆体を投与される  

(Kagawa et al., 2005)。これらの処理を行わないと，卵母細胞は最終

成熟と排卵に至ることは殆どなく，多くの場合さらになる SPE の注射

より細胞質が変性し，過熟となる  (Kagawa et al., 2005)。卵質が低い

最も大きな原因は，これらのホルモン処理のタイミングが不適切であ

ることが挙げられる。雌の成熟の進行を評価するために，最近のウナ

ギの催熟プロトコールでは，比体重と卵母細胞径がマーカーとして使

用されている。しかし，他のバイオマーカーを用いることで，排卵誘

発する最適なタイミングを見つけやすくなり，結果として卵質が向上

する可能性がある。その候補の一つが卵母細胞中の油球である。油球

は 最 終 成 熟 期 に 互 い に 融 合 す る こ と で 急 速 な 形 態 変 化 を 示 す  

(Sugimoto et al., 1976；Pedersen, 2003；Palstra et al., 2005)。油球

をバイオマーカーとして利用するためには，その融合の進行度合いを

段階的に分類することが必要である。本節では，ウナギ卵母細胞にお

ける油球の形態変化を分類し，SPE と MIS の連続処理による排卵誘
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発のタイミングを最適化するためのバイオマーカーとしての有効性を

検討した。  
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1．材料と方法  

1-1．供試魚  

販売業者から購入したシラスウナギに対し，エストラジオール -17β

を市販のウナギ用飼料に混合  (10 mg/kg 飼料 ) して 6 か月間給餌する

ことにより雌化  (Tachiki et al., 1997) し，その後通常の市販飼料で 1

〜4 年間飼育して雌親魚とした。シラスウナギの一部は，エストラジ

オール -17β 処理を行わずに飼育し，雄親魚を得た。また，島根県宍道

湖や千葉県利根川で捕獲した銀ウナギの雌も親魚として使用した。雌

雄親魚は海水馴致した後に催熟に供し，その後は給餌を行わなかった。

また，データは特に指定がない限り，平均値±標準偏差で表した。  

 

1-2．催熟  

催熟に関しては，雌は Kagawa et al. (1997)，雄は Ohta et al. (1997)

に従って，修正を加えながら実施した。  

実験 1 は，静岡県水産技術研究所浜名湖分場にて実施した。この研

究所で飼育されていた 28 尾の雌  (751±308 g) を，2 つの 2000 L 循環

水槽に収容し，海水 15℃で飼育した。毎週月曜日に SPE (20 mg/kg-

BW) を腹腔内投与し飼育した。また，毎回注射前に体重を測定し，以

下の式で比体重を算出した。  

 

比体重  (％ ) ＝体重×100／ホルモン処理開始時体重  

 

比体重が 105％を超えた時点で，月曜日に水温 20℃に設定した 1000 

L 水槽に移し，図 9-A に示すように排卵まで毎日，カニュレーション
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により生殖孔から卵母細胞を採取した。これらの魚に，水曜日にプラ

イミングのために SPE (20 mg/kg-BW) を，木曜日に最終成熟と排卵

を誘起するために DHP (17α，20β-ジヒドロキシ -4-プレグネン -3-オン ) 

の前駆体である 17α-ヒドロキシプロゲステロン  (17α-OHP，2mg／kg-

BW) を腹腔内に注射した。17α-OHP 注射 15～19 時間後に，排卵した

雌から採卵し，直ちに人工授精に供した。  

実験 2 は，水産総合研究センター養殖究所  (三重県 ) で実施した。

愛知県水産試験場内水面漁業研究所，  (株 ) いらご研究所あるいは水

産総合研究センター志布志庁舎で飼育した雌親魚  (628±213 g) 計 418

尾，さらに，天然銀化ウナギ 48 尾  (653±139 g) を 2007 年から 2009

年にかけて，その都度催熟した。10～15 尾の雌を 500L 流水式水槽，

海水 15℃で飼育し，実験 1 と同様に SPE を投与した。比体重が 105％

を超えた後，図 9-B に示すように，カニュレーションにより生殖孔か

ら卵母細胞を採取した。卵母細胞の直径が 800 µm を超えた場合は，

供試魚を水曜日に SPE でプライミングし，水温 20℃に設定した 1000 

L 水槽に移した。卵母細胞の最終成熟と排卵の誘導および採卵は，実

験 1 と同様に行なった。  

実験 1，2 ともに，雄ウナギに関してはヒト絨毛性ゴナドトロピン  

(2000 IU/kg-BW) を毎週月曜日に腹腔内投与し，催熟した。排精した

雄ウナギの腹部を軽く圧迫することにより生殖孔から繰り返し採取し

た精液を人工精漿 (Ohta and Izawa, 1996)で 100 倍に希釈し，3 週間

以内に人工授精に使用した。使用に際しては，精子の運動活性を顕微

鏡で評価した。  
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1-3．孵化実験  

採卵した中から 2 g の卵を計り取り，人工精漿で希釈した精液 1 mL 

(精子運動率 50％以上 ) を媒精した後，100 mL 中約 30 mL の海水を

入れて人工授精を行い，約 1 分経過した後，100 mL のビーカーに戻

した。駒込ピペットで海水をポンピングし，よく撹拌した後，任意に

受精卵ごと海水 1 mL を 3 回計り取り，シャーレに入れた。これに含

まれる約 120 個の卵を用いて，実験 1 ではシャーレを用いた従来法  

(Unuma et al., 2005)，実験 2 では 48 ウェル浮遊培養用マイクロプレ

ートを用いた個別飼育法  (Unuma et al., 2004) で，孵化率を評価し

た。受精卵を入れたシャーレやマイクロプレートは 25℃のインキュベ

ーター中で飼育した。孵化率は，人工授精から 3 日後に測定した。孵

化率は，各雌について以下の式で算出した。  

 

孵化率  (％ ) ＝孵化仔魚の数×100／シャーレまたはマイクロプレート

に収容された卵の数  

 

1-4．卵母細胞と油球径の測定  

カニュレーションにより採取した卵母細胞，または排卵後に採卵し

たした卵を 0.9% NaCl 中にて，対物マイクロメーター付きの実体顕微

鏡で写真撮影した。写真の中から，最も発達した形態のものをランダ

ムに 10 個選び，卵母細胞とその中の油球の直径を測定した。各卵母細

胞について，画像計測ソフトを用いて長径と短径を測定し，平均した

値を卵母細胞の直径とした。また，各卵母細胞中の油球について，最

も大きなものから 10 個について，直径を画像計測ソフトで測定した。
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各油球の形状は，卵母細胞とは異なり，ほとんどが球状であるため，1

回のみの測定とした。  

 

1-5．ステージ分類  

各雌の成熟の進行を評価するために，カニュレーションによってい

得られた卵母細胞群の中から，最も成熟していると考えられるものを

任意に 10 個選び，それぞれについて，その形態を油球径によって 10

段階  (ステージ ) に分類した卵母細胞と比較することによって，油球

ステージを決定した。なお，10 個の卵母細胞全ての油球ステージを決

定した後，中央値をその個体のステージとした。  
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2．結果  

2-1．油球融合状態によるステージ分類  

実験 1 で使用した 28 尾の雌親魚のうち，23 尾が排卵した。まず，

実験 1 の 14 尾の雌について，火曜日から金曜日までに得られた卵母

細胞 54 個と排卵後の卵 36 個の油球径を測定した。月曜日に得られた

卵母細胞では，油球の融合が進行していないため各油球が認識できず，

油球径を測定することができなかった。各卵母細胞中の最も大きな油

球 10 個を測定し，最大 5 個の平均値を算出した。図 10 に卵母細胞の

直径と油球の直径の関係を示した。卵母細胞の直径が 800 から 1100 

µm に増加するにつれて，油球の融合が進み，その直径は 30 から 180 

µm に増加した。そのため，1 つの卵母細胞に含まれる油球の数は減少

した。  

次に，油球の融合による形態変化を 10 のステージに分類し，ステー

ジ 1，2，9，10 以外では，5 つの最も大きな油球の平均直径に基づい

て決定した。直径が 830 µm 未満の卵母細胞では，油球が認識出来な

いため，油球直径を測定することができないものがほとんどであった。

このような卵母細胞は，透明帯の幅によって 2 ステージ  (ステージ 1，

2) に分類した。油球融合最終段階においては，一部の油球が大きくな

る一方，残りの油球は小さいため，最大 5 つの油球の平均直径は減少

した。このような卵母細胞のステージは，最大油球の直径のみに基づ

いて 2 つのステージ  (ステージ 9 と 10) に分類した。油球の形態変化

によるステージ分類の基準を表 2 に示す。これらの基準に基づき，油

球の直径または透明帯の幅を測定した卵母細胞を 10 段階に分類し，

標準卵母細胞とした。図 11 に，ステージ別の卵母細胞の代表的な形態  
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を示す。次の 2-2 以降では，油球径をその都度測定することなく，こ

れらの標準卵母細胞と採取した卵母細胞や排卵した卵の形態をその場

で直接比較して判断することで，様々な卵母細胞の油球ステージを分

類した。  

実験 1 で 17 尾の雌から月曜日から金曜日までに得られた卵母細胞

81 個と排卵後の卵 36 個を，油球の直径または透明帯の幅に基づいて

10 段階に分類し，卵母細胞との関係を調べた  (図 12)。全体として，

異なる油球ステージにおける卵母細胞径は重なりあっていた。排卵前

の卵母細胞径は，油球ステージ 1～7 に進むにつれて徐々に大きくな

ったが，ステージ 8 以降では明らかな増加を示さなかった。このこと

は，卵母細胞の成長と吸水がステージ 8 までに完了し，それ以降のス

テージの卵母細胞は過熟であることを示唆している。排卵後の卵径は，

ステージ 5 から 10 まで，明らかな増加は見られなかった。  

 

2-2．油球ステージと卵質の関係  (実験 1)  

実験 1 で排卵された 23 尾の雌の孵化率は 0～89.8％まで顕著に変動

し，平均値は 14.7±27.7％であった。ホルモン処理による排卵誘導に最

適なステージを推定するため，水曜日  (SPE プライミング )，木曜日  

(17α-OHP 投与 )，金曜日  (排卵 ) の各日に雌 23 尾の油球ステージを決

定し，排卵後の孵化率との関係を調べた  (図 13)。水曜日のステージは

1〜8 の間であった  (図 13-A)。良質の卵  (孵化率 40％以上 ) が得られ

た雌はステージ 4 付近に収束しており，このステージが SPE プライミ

ングに最適であることが示唆された。木曜日には，ステージは 2〜9 に  
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なった  (図 13-B)。良質の卵が得られた雌はステージ  6 付近に収束し

ており，このステージは  17α-OHP 投与に最適であることが示唆され

た。金曜日には，排卵した卵のステージ  は 4 から  9.5 になっていた  

(図 13-C)。また，良質の卵が得られた雌はステージ  7 付近に収束して

おり，このステージが排卵，即ち人工授精に最適であることが示唆さ

れた。しかし，SPE プライミング，17α-OHP 投与，最良の人工授精の

タイミングと推定されるステージで処理・排卵した雌の中にも，孵化

しない卵を持つ個体もあった。  

 

2-3．極上卵獲得時の油球ステージ  (実験 2)  

次に，実験 1 で示唆された最適な排卵誘導ステージを確かなものと

するために，実験 2 において良質な卵が得られた多数の雌のケースに

ついて分析した。 なお，実験 2 では，養成ウナギ  (平均孵化率

21.1±24.9%) よりも銀化ウナギ  (平均孵化率 44.5±33.3%) で全体的

に卵質が良好だった。排卵した雌約 400 匹のうち，極上卵  (孵化率 80％

以上 ) が得られた雌は 13 匹  (養成ウナギ 6 尾，銀化ウナギ 7 尾 ) であ

った。この 13 尾の雌親魚について，水曜日  (SPE プライミング )，木

曜日  (17α-OHP 投与 )，金曜日  (排卵 ) にそれぞれ油球ステージを決定

し，その分布をヒストグラムで示した  (図 14A～C)。銀化ウナギは養

成ウナギよりもステージが速く推移する傾向があった。水曜日の油球

ステージは 3～5 で，ステージ 4 がピークであった  (図 14A)。しかし，

養成ウナギではステージ 4 よりもステージ 3 の個体数が多かった。木

曜日では油球ステージは 5～7 であり，ステージ 6 がピークとなった  

(図 14B)。さらに，金曜日にはステージ 6～8 になり，ステージ 7 がピ  
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ークとなった  (図 14C)。  

次に，ホルモン処理による排卵誘導時期を決定するバイオマーカー

としての油球ステージの有効性を，卵母細胞径  (図 14D～F) および比

体重  (図 14G～ I) と比較検討した。比較を容易にするため，水曜日か

ら金曜日までに観測された卵母細胞径と比体重のデータを，油球ステ

ージと同様に 6 つのクラスに分類した。油球ステージの場合と同様に，

卵母細胞径，比体重ともに，銀化ウナギは養成ウナギよりも高い値で

分類される傾向が確認された。卵母細胞径は，水曜日で 840～880 µm

をピークに 800～960 µm，木曜日で 880～920 µm をピークに 880～

1,000 µm であり  (図 14D～E)，SPE プライミングおよび 17α-OHP 投

与に適した卵母細胞径はそれぞれ約 840～880 µm および 880～920 

µm と推察された。金曜日には，卵径は  920～1,040 µm に増加し，明

確なピークを示さなくなった  (図 14F)。比体重は，水曜日には 120～

140％をピークに 110～150％で，木曜日には 120～140％をピークに

120～170％  (図 14G～H) に，金曜日には 130～140％でピーク  (図

14I) となり，SPE プライミングと 17α-OHP 投与に最適な比体重はそ

れぞれ 120～140％と 130～140％であると示唆された。金曜日の比体

重は木曜日よりも低い値を示したが，これは排卵された卵の一部が採

卵前に放出されたためである。全体として，卵母細胞径，比体重とも

に，油球ステージのように 1 クラスに分布が集中することはなかった。 
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3．考察  

本研究では，ウナギ卵母細胞の油球の形態変化を直径により 10 段階

に分類し  (表 2，図 11～12)，ホルモン処理のタイミングと卵質の関係

を調べることにより，排卵誘導に最適な段階を明らかにした  (図 13～

14)。これまで，ウナギの卵母細胞の発達におけるステージ分類は，い

くつかの論文で報告されている。ニホンウナギ，ニュージーランドウ

ナ ギ  (Anguilla dieffenbachii) ， ヨ ー ロ ッ パ ウ ナ ギ  (Anguilla 

anguilla) の組織学的観察に基づいて，染色仁期から核移動期，過熟期

までの幅広い卵母細胞の発達段階が分類された  (Yamamoto et al., 

1974; Lokman and Young, 1998; Müller et al., 2003)。卵母細胞の最

終成熟については，Pedersen (2003) と  Palstra et al. (2005) がヨー

ロッパウナギについて，油球の出現，卵母細胞径および核移動に基づ

いて，それぞれ 4 段階と 7 段階に分類している。しかし，これまでの

研究では，排卵誘導ホルモンを投与した段階とその後の排卵および卵

質との関係は十分に解明されておらず，その主な理由は，良質の卵を

得た雌の事例数が不十分であったためである。  

ウナギの卵質は，他魚類で報告されているように，様々な要因に依

存している  (Kjørsvik et al., 1990; Brooks et al., 1997)。例えば，養

成中の親魚の栄養状態は，卵中のビタミンや脂肪酸などの生化学的組

成に影響を与え，孵化率や仔魚の生残率に影響を与える  (Furuita et 

al., 2003, 2006, 2007, 2009)。催熟前の雌親魚の種類  (天然，雌化養成

等 ) と飼育環境条件は，SPE の反復注射に対する応答性，ひいては卵

質に影響を与える  (Ijiri et al., 1998；Chai et al., 2010)。さらに，ウ

ナギの卵は排卵後急速に過熟になるため，排卵から人工授精までの時
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間が受精率や孵化率に強く影響する  (Ohta et al.，1996)。したがって，

卵質は最終的な卵母細胞の成熟と排卵を誘発するタイミングに完全に

依存するわけではないが，卵質にとって重要な要因の一つであること

は確かである。図 13 に示すように，推定される最適な時期に排卵させ

た雌でも低い質の卵が観察されることがあり，排卵誘発のタイミング

は必要条件ではあるが，良質な卵を得るためには，さらなる要因の検

討が重要であることを示唆している。ホルモン処理のタイミングだけ

を最適化しても，質の良い卵を安定的に生産することにはつながらな

いが，雌の成熟の進行を正確に把握し，最適なタイミングで排卵誘導

を行なうことができれば，ホルモン処理の不適切なタイミングによる

卵質低下を最小限に抑えることがでる。  

現在の雌ウナギの催熟の方法を用いると，極めて質の高い卵  (孵化

率 80％以上 ) は，まれにしか得られない。卵質は上記のように排卵誘

発のタイミングだけに依存するわけではないが，ホルモン処理のタイ

ミングを含め，卵質に必要な条件をすべて満たした場合にのみ，この

ような質の高い卵が得られると考えられる。したがって，そのように

高い質の卵が得られた雌に  SPE や  MIS を投与したタイミングを調

べることで，最適な処理のタイミングを明らかにすることができる。        

本研究では，このような分析  (実験 2) により，高い卵質の卵が得ら

れた雌の多くは，ステージ 3 (養成ウナギ ) またはステージ 4 (銀化ウ

ナギ ) で SPE をプライミングし，ステージ 6 で 17α-OHP を投与し，

その結果ステージ 7 で排卵したことがわかった  (図 13A～C)。これら

の結果と実験 1 の結果を合わせて考えると，高い質の卵を得るために

は，SPE のプライミング，MIS 投与，排卵の最適なステージは，それ
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ぞれステージ 3〜4，6，7 であることが示唆された。図 14A～F に示す

ように，これらの雌の油球ステージは，水曜日から金曜日にかけて 1

つのステージに収束して進行し，そのピークは卵母細胞径  (卵径 ) や

比体重  (図 14G～ I) と比較して，明瞭に異なるように見える。このこ

とは，成熟の進行を正確に評価するためには，卵母細胞径や比体重よ

りも油球ステージの方がより感度の高いバイオマーカーとなり得るこ

とを意味する。このように，油球ステージと卵母細胞径をバイオマー

カーとして併用することで，ニホンウナギにおいて質の高い卵の生産

性が向上することが示唆された。  

ウナギの雌の成熟の進行は，飼育水温に影響され  (Sato et al., 2006) 

た。また， in vitro の実験でも卵母細胞の最終成熟と排卵は，温度に

影響されることが示されている  (Kagawa, 2006)。したがって，油球ス

テージは飼育水温の影響を受けて進行することが予想される。本研究

では，実験  1，2 ともに  SPE によるプライミングから排卵まで飼育

水を  20℃に保ったため，温度管理が異なると排卵誘発の最適なステー

ジが変化する可能性がある。MIS 投与  (ステージ 6) と排卵  (ステージ

7) の最適なステージは，異なる温度下でも一定であるはずである。一

方，SPE によるプライミングは，MIS 投与の 24 時間前に行なう必要

はない  (鵜沼未発表データ )。プライミングから MIS 投与までの温度

や時間が変われば，プライミングの最適な時期も変わるはずである。  

以上のことから，油球の融合による形態変化は，雌ウナギのホルモ

ン処理による最終成熟・排卵誘導の最適なタイミングを示すバイオマ

ーカーとして利用することが可能である。SPE によるプライミングか

ら排卵まで水温を 20℃に保ち，本研究のように SPE のプライミング
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と MIS の投与間隔が 24 時間程度であれば，プライミングはステージ

3〜4，MIS 投与はステージ 6，排卵  (人工授精 ) はステージ 7 が最適

タイミングとなる。これらのステージで全ての雌を処理できるように

技術を向上させれば，不適切な処理タイミングによる卵質低下を最小

限に抑え，質の高い卵を得る機会を増やすことができると考えられる。 

 

第 2 節 飼育水温の調節がニホンウナギの卵母細胞の成熟の進行に及

ぼす影響  

MIS 投与のタイミングは，卵の質に強く影響することが知られてい

る。本研究では，第Ⅳ章第 1 節のとおり，ニホンウナギ卵母細胞の油

球の融合を 10 段階に分類し，卵母細胞の最終成熟と排卵を誘導する

バイオマーカーとして利用することを検討し，ステージ 6 (最大 5 つの

油球の平均直径；90-110 µm) が MIS 投与に最適であることを明らか

にした。全ての雌にステージ  6 で  MIS を注射すれば，不適切なタイ

ミングでの  MIS 投与による卵質低下を低減できる可能性がある。し

かし，卵母細胞の成熟の進み具合には個体差があるため，各雌がいつ

最適なステージに達するかを予測することはできない。したがって，

すべての雌に最適なタイミングで MIS を投与するためには，催熟期間

中，毎日 24 時間雌をモニターする必要がある。しかし，このような方

法で種苗生産試験中に毎日実施することは非現実的であり，現在のプ

ロトコールで実施されてきたように，予定された曜日と時間に MIS を

投与することが現実的である。  

本研究の最終的な目標は，現在のニホンウナギ催熟プロトコールに

基づく最適期  (ステージ 6) に，全ての雌で MIS を予定どおり投与で
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きるよう，各雌の卵母細胞の成熟進行を制御する方法を開発すること

である。その第一歩として，本研究では，MIS 投与前の 3 日間の飼育

水温操作が，卵母細胞の成熟進行に及ぼす影響を検討した。前述のよ

うに，通常，雌ウナギの催熟には，低温  (15〜20℃ ) と高温  (20〜23℃ ) 

での飼育が行われている。卵母細胞の成熟の進行制御をこの 2 種類の

飼育水を用いて行なうことは，現状の施設でも可能であり，好都合で

ある。そこで，雌ウナギ親魚の飼育に水温 15℃と 20℃の海水を用い，

卵母細胞の成熟進行の加速と減速を検討した。  
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1．材料と方法  

1-1．供試魚  

販売業者から購入したシラスウナギに対し，エストラジオール -17β

を添加した市販ウナギ用飼料  (10 mg/kg 飼料 ) を 6 か月間与えて雌化

し  (Tachiki et al., 1997)，その後，静岡県水産技術研究所浜名湖分場

の淡水池において通常の市販飼料を用いて約 1 年 6 か月間通常の方法

で養成した。シラスウナギの一部は，エストラジオール -17β を与えず

に飼育し，雄親魚を得た。この雌雄親魚を海水馴致して，無給餌条件

で催熟に供した。  

 

1-2．催熟  

Kagawa et al. (1997) および  Ohta et al. (1997) が報告した方法に

それぞれ修正を加え，雌ウナギおよび雄ウナギについて催熟を実施し

た。  

48 尾  (実験中 1 尾死亡し，47 尾 ) の雌  (703±174 g，平均±標準偏

差 ) を 4 基の 2000 L 循環水槽に収容し，海水 15℃で飼育した。雌ウ

ナギには毎週月曜日に SPE (20 mg/kg-BW) を腹腔内投与し飼育した。

また，毎週注射前に体重を測定し，以下の式で比体重を算出した。  

比体重  (％ ) ＝体重×100／ホルモン処理開始時体重  

雄ウナギには毎週月曜日にヒト絨毛性ゴナドトロピン  (2000 IU/kg

体重 ) を腹腔内注射し，催熟した。排精した雄から精子を繰り返し得

て，人工精漿  (Ohta and Izawa, 1996) で 100 倍に希釈し，3 週間以

内に人工受精に使用した。使用前に顕微鏡を用いて，精子の運動活性

を評価した。  
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ホルモン注射や配偶子採取の際には，雌雄のウナギは海水に溶かし

た 2-フェノキシエタノール  (1 mL/L) で麻酔をかけた。  

 

1-3．油球ステージの判定と卵母細胞径の測定  

各雌の成熟状態を評価するため，カニュレーションにより採取した

卵母細胞を 0.9% NaCl 中にて実体顕微鏡で観察し，写真を撮影した。

最も成熟が進んだ状態の卵母細胞の中から 15 個の卵母細胞を無作為

に選び，油球ステージの判定に使用するとともに，各卵母細胞につい

て，画像計測ソフトを用いて長径と短径を測定し，平均した値を卵母

細胞径とした。各卵母細胞における油球の状態は，第Ⅳ章第 1 節に従

ってステージ 1〜10 に分類し，15 個の卵母細胞の中央値をその個体の

ステージと定義した。  

 

1-4．孵化実験  

採卵した中から 2 g の卵を計り取り，人工精漿で希釈した精液 1 mL 

(精子運動率 50％以上 ) を媒精した後，100 mL 中約 30 mL の海水を

入れて人工授精を行い，約 1 分経過した後，100 mL のビーカーに戻

した。駒込ピペットで海水をポンピングし，よく撹拌した後，任意に

受精卵ごと海水 1 mL を 3 回計り取り，シャーレに入れた。これに含

まれる約 120 個の卵を用いて，48 ウェル組織培養マイクロプレートを

用いた個別飼育法  (Unuma et al., 2004) で孵化率を評価し，受精卵を

入れたマイクロプレートは 25℃で培養した。孵化率は人工授精から 3

日後に計数した。この値は，各雌について以下の式で算出した。  
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孵化率  (％ ) ＝100× (孵化仔魚の数 ) ／  (マイクロプレートに収容さ

れた受精卵の数 )  

 

1-5．統計解析  

データは特に指定がない限り，平均値±標準偏差で表した。実験 3 の

ふ化率等の群間の差を調べるために，BellCurve for Excel version 2.0 

(Social Survey Research Information Co., Ltd; Tokyo, Japan) を用

いて，一元配置分散分析の後，Tukey-Kramer 検定を行なった。統計

的有意性はｐ＜0.05 とした。  

 

1-6．水温による最終成熟速度の調節  

－月曜日油球ステージ 2 の場合－  

1-6-1．成熟加減法による油球ステージと卵径の推移  

月曜日に初めて比体重 110％を超え，かつ油球ステージ 2 だった個

体について，月曜日の SPE 投与から，木曜日 17α-OHP 投与前の 3 日

間において，20/20℃，20/15℃，15/20℃，15/15℃でランダムに飼育

した雌ウナギの卵母細胞の油球ステージの推移を調べた。また，月曜

日から木曜日の夕方までの平均卵母細胞径の変化を調べた。実験スケ

ジュールは図 15A の通りである。  

 

1-6-2．各試験区の孵化率と油球ステージ  

17α-OHP 投与前に 15℃または 20℃で 3 日間飼育した雌ウナギから

得られた卵について人工授精を行い，孵化率を測定した。  
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1-7．油球ステージに応じた水温選択による最終成熟速度の調節  

     －月曜日油球ステージ 2 と 3 の場合－  

1-7-1．ステージに応じた成熟加減法による油球ステージと卵径の推移  

月曜日に初めて比体重 110％を超え，かつ油球ステージが 2 または

3 だった個体について，月曜日の SPE 投与から水曜日の SPE プライ

ミングまで，油球ステージ 2 だった個体は水温 20℃で，油球ステージ

3 だった個体は水温 15℃で飼育し，各個体の油球ステージの推移と卵

母細胞径を測定した。  

さらに，水曜日の油球ステージに応じて，油球ステージ 4 以下の個

体は水温 20℃で，油球ステージ 5 以上の個体は水温 15℃で木曜日夕

方にかけて継続飼育し，各個体の油球ステージの推移と卵母細胞径を

測定した。実験スケジュールは図 15B の通りである。  

 

1-7-2．各試験区の孵化率と油球ステージの分布  

月曜日から木曜日まで 20/20 ℃，20/15 ℃，15/20 ℃，15/15 ℃で

飼育した雌ウナギから得られた卵について人工授精を実施し，孵化率

の平均値と，油球ステージと孵化率の分布を測定した。  
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2．結果  

2-1．水温による最終成熟速度の調節  

－月曜日油球ステージ 2 の場合－  

2-1-1．成熟加減法による油球ステージと卵径の推移  

図 16 は，月曜日の SPE 投与から，木曜日 17α-OHP 投与前の 3 日

間において，20/20℃，20/15℃，15/20℃，15/15℃でランダムに飼育

した雌ウナギの卵母細胞の油球ステージの推移を示したものである。  

月曜日から水曜日にかけて， 20℃で飼育された雌  (20/20℃群，

20/15℃群 ) の一部はステージ 5 まで進行し， 15℃で飼育された雌  

(15/20℃群，15/15℃群 ) は最大でステージ 4 まで進行していることが

わかった。水曜日から木曜日の夕方にかけて，20℃で連続飼育された

雌  (20/20℃群 ) はステージ 6 に達していたのに対し，20℃から 15℃

に飼育水温を低下させ飼育された雌  (20/15℃群 ) では最大でもステ

ージ 5 であった。しかし，15℃から 20℃に飼育水温を上昇させ飼育し

た雌  (15/20℃群 ) はステージ 4～6 まで進んだのに対し，15℃で連続

飼育した雌  (15/15℃群 ) はステージ 3～5 であった。  

月曜日から木曜日の夕方までの油球ステージの中央値の変化を図

17 に示した。月曜日の夕方には，全グループの中央値はステージ 2 で

あった。20/20℃の中央値は，火曜日の夕方にステージ 3，水曜日の夕

方にステージ 4，木曜日の朝にステージ 6 と進み，木曜日の夕方まで

ステージ 6 に留まった。 20/15℃群の中央値は水曜日の夕方までは

20/20℃群と同様であったが，15℃に移行後，木曜日の朝までステージ

4 で，木曜日の夕方にはステージ 5 に進んだ。15/20℃群の中央値は，

火曜日夕方までステージ 2 であったが，水曜日夕方にステージ  3.25，
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木曜日朝にステージ 5 となり，木曜日夕方までステージ 5 であった。

15/15℃群の中央値は，水曜日の夕方までは 15/20℃群と同様であった

が，木曜日の朝までステージ 3 に留まり，木曜日の夕方にはステージ

4 に進んだ。  

月曜日から木曜日の夕方までの平均卵母細胞径の変化を図 18 に示

した。20/20℃，20/15℃，15/20℃，15/15℃群の平均直径は，月曜日の

夕方にそれぞれ 765.3 ± 6.4，781.4 ± 33.7，780.8 ± 22.5，784.0 ± 13.9 

µm から 862.9 ± 20.9，885.9 ± 31.9，856.0 ± 22.0，867.1 ± 25.0 µm 

に，水曜日の夕方には  949.4 ± 8.7，959.3 ± 17.2，963.2 ± 28.7，およ

び  947.7 ± 19.2 µm に，木曜日の夕方にはそれぞれ  949.4 ± 8.7，959.3 

± 17.2，963.2 ± 28.7，そして  947.2 µm と増加した。  

月曜日から木曜日の夕方までの卵母細胞径の増加率を図 19 に示し

た。 月曜 日か ら水 曜日 ま で の増 加率 は， 20/15 ℃  (13.5±4.2%)，

20/20 ℃  (12.8±3.7%)，15/15 ℃  (10.6±3.2%)，  15/20℃  (9.7±3.4%)  

グル ープ の 順で 高 か っ た。 20℃で 飼 育し た雌  (20/15℃群 およ び

20/20℃群 ) の増加率は 15℃で飼育した雌  (15/15℃群および 15/20℃

群 ) のそれよりも高かったが，群間で統計的に有意な差はなかった。

水曜日から木曜日にかけての卵母細胞径の増加率は，15/20℃群  (12.6 

± 3.6%)，20/20℃群  (10.1 ± 2.4%)，15/15℃群  (9.3 ± 2.2%)，20/15℃

群  (8.4 ± 4.1% ) の順で高かった。20 ℃で飼育した雌  (15/20 ℃群お

よび 20/20 ℃群 ) の増加率は 15 ℃で飼育した雌  (15/15 ℃群および

20/15 ℃群 ) の増加率よりも高かったが，群間で統計的に有意な差は

なかった。  

これらの油球ステージと卵母細胞径の変化から，飼育水温の変化に  
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関わらず，成熟は 15℃よりも 20℃の方が早く進行することがわかっ

た。    

 

2-1-2．各試験区の孵化率と油球ステージ  

図 20 は，17α-OHP 注射前に 15℃または 20℃で 3 日間管理した雌

ウ ナ ギ か ら 得 ら れ た 卵 の 孵 化 率 を 示 し た 。 孵 化 率 は ， 20/20 ℃  

(35.9±46.6%) ， 20/15 ℃  (21.5±31.3%) ， 15/20 ℃  (10.7±24.2%) ，

15/15 ℃  (0.8±2.0%) グループの順で高かった  (図 20A)。20 ℃で飼

育した日数が少ない群では孵化率が低かったが，群間で有意な差はな

かった。17α-OHP 注射時の油球ステージと孵化率の関係を図 20B に

示した。20 ℃での飼育日数が少ないほど，ステージ 3-4 の雌の数が多

く，孵化率は低かった  (20%未満 )。  

 

2-2．油球ステージに応じた水温選択による最終成熟速度の調節  

   －月曜日油球ステージ 2 と 3 の場合－  

2-2-1．ステージに応じた成熟加減法による油球ステージと卵径の推移  

図 21 は，月曜日から木曜日まで，水温 15℃と 20℃で飼育された雌

ウナギの卵母細胞の成熟経過を，月曜日と水曜日の夕方の個々の油球

ステージに応じて示したものである。  

月曜日から水曜日にかけて，20℃と 15℃の双方で飼育された雌は油

球ステージ 3-5 に進行した。水曜から木曜の夕方にかけて，20℃で連

続飼育した 24 尾の雌親魚  (20/20℃群 ) はステージ 4～8 に進行し，そ

の中でもステージ 5 が最も多くなっていた。さらに，20℃から 15℃に

飼育水温を低下させて飼育した 3 尾の雌  (20/15℃群 )，15℃から 20℃ 
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で飼育水温を上昇させて飼育した 2 尾の雌  (15/20℃群 )，15℃で連続

飼育した 4 尾の雌  (15/15℃群 ) はすべてステージ 5 へ移行した。  

月曜日から水曜日までの油球ステージ中央値，平均卵母細胞径，卵

母細胞径増加率の変化をそれぞれ図 22A，B，C に示す。ステージの中

央値は，20℃ではステージ 2 から 3 へ，15℃ではステージ 3 から 5 へ

と進行した。平均卵母細胞径は，20℃では 827.1 ± 35.4 µm から  883.1 

± 22.9 µm に，15℃では 869.5 ± 21.6 µm から  913.3 ± 18.3 µm に増

加した。卵母細胞径の増加率について，20 ℃の場合  (6.9 ± 2.5%) は

15 ℃の場合  (5.1 ± 2.4%) より高かったが，有意差はなかった。  

水曜日から木曜日にかけての油球ステージ中央値，平均卵母細胞径，

卵母細胞径増加率の変化をそれぞれ図 23A，B，C に示した。中央値

は，20/20℃と 15/20℃の両群でステージ 3 から 5 へと進行したが，

20/15 ℃と 15/15℃の両群ではステージ 5 のままであった。その結果，

木曜日の夕方には全群で中央値がステージ 5 となった。平均卵母細胞

径は，20/20℃群では 882.5 ± 22.0 µm から 939.3 ± 24.1 µm に，20/15℃

群では 887.3 ± 35.0 µm から 934.3 ± 29.8 µm に，15/20℃群では  899.0 

± 12.7 µm から  958 ± 56.6 µm に，15/15℃群では  920.5 ± 17.4 µm か

ら  954.5 ± 14.3 µm に，それぞれ増加した。卵母細胞径の増加率は，

15/20 ℃  (6.5±4.8%)，20/20 ℃  (6.5±2.4%)，20/15 ℃  (5.3±1.0%)，

15/15 ℃  (3.7±0.5%) の順で高くなった。20℃で飼育した雌  (15/20℃

群および 20/20℃群 ) の増加率は，15℃で飼育した雌  (20/15℃群およ

び 15/15℃群 ) より高かったが，群間に有意差はみられなかった。  



72 
 

    



73 
 

 



74 
 

この油球ステージと卵母細胞径の変化から，各雌の飼育温度  (20℃

または 15℃ ) によって卵母細胞の成熟が加速・減速し，その結果，17α- 

OHP 投与時  (木曜日夕方 ) の成熟状態  (油球ステージ ) はステージ 5

前後となることがわかった。  

 

2-2-2．各試験区の孵化率と油球ステージの分布  

図 24 は，月曜日から木曜日まで 20/20 ℃，20/15 ℃，15/20 ℃，

15/15 ℃で飼育した雌ウナギから得られた卵の孵化率の平均値  (図

24A) と，油球ステージと孵化率の分布  (図 24B) を示したものである。

20/20 ℃，20/15 ℃，15/20 ℃，15/15 ℃群の孵化率は，それぞれ 43.4 

± 27.6%，79.9 ± 8.0%，28.6 ± 20.9%，67.2 ± 32.3% であり，群間で

有意な差は検出されなかった。したがって，実験 1 における 20 ℃で

より少ない日数で飼育された雌でも，孵化率は低くないことがわかっ

た。  
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3．考察  

ニホンウナギにおいて，卵母細胞の最終成熟と排卵を誘導するため

の現在のプロトコールでは，核移動期の卵母細胞を持つ成熟雌に，水

曜日の夕方に SPE のプライミング，木曜日の夕方に MIS 投与，金曜

日の朝に採卵といった，1 週間のプログラムに基づいて SPE (プライ

ミ ン グ ) お よ び MIS ( ま た は そ の 前 駆 体 ) を 順 次 投 与 し て い る  

(Unuma et al., 2012；  Kagawa et al., 2013；  Kazeto et al., 2019)。

このような 1 週間のスケジュール方式が確立されたのは，研究者が決

まった曜日と時間に各処理の準備をするのに便利だからである。しか

し，卵母細胞の成熟は必ずしも期待通りに進まない。そのため，不適

切なタイミングで雌に MIS を投与することが多く，これが卵質低下の

原因の一つとなっている  (Unuma et al., 2011)。そこで，本研究では，

雌ウナギの成熟状態を最適化するために，曜日と時間を固定し，高温

と低温で雌親魚を飼育することの可能性を検討した。その結果，15℃

と 20℃で適切に飼育することで，各雌の卵母細胞の成熟の進行を加速

または減速できることが明らかになった。  

実験 1 では，油球ステージ 2 を持つ雌を 15℃または 20℃で飼育し

た。月曜日から水曜日までと水曜日から木曜日まで， 15 ℃よりも

20 ℃の方が卵母細胞の成熟の進行が早かった  (図 16～17)。その結果，

水温 20℃で飼育した期間が短かった雌は，MIS 投与に最適なステージ

6 よりも低いステージとなり，孵化率も悪かった  (図 20)。  

実験 2 では，ステージ 2 および 3 の油球ステージである雌を，成熟

状況に応じて 15℃または 20℃で飼育した。月曜日と水曜日には，より

高いステージの卵母細胞を持つ雌が 15℃で飼育された。実験 1 と同様
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に，月曜日から水曜日，水曜日から木曜日にかけては，15 ℃よりも

20 ℃の方が卵母細胞の成熟の進行が速かった  (図 21～23)。その結果，

ほとんどの雌の成熟状態は，MIS 前駆体投与時にステージ 5 で平準化

された。残念ながら，ステージ 6 (最適期 ) に MIS 前駆体を投与した

雌の数は限られていた。このことは，飼育水温の切り替え時  (ステー

ジ 2 と 3 を月曜日夕方，ステージ 4 と 5 を水曜日夕方 ) が適切でなか

ったことを示唆している。  

全ての雌に最適なステージで MIS を投与するために，各雌の卵母細

胞の成熟の進行を制御する方法を開発する必要があり，今後の研究で

水温 15℃と 20℃での雌親魚の適切な飼育方法を決定する必要がある。

飼育水温 15℃と 20℃の切り替えのタイミングを変更すれば，ほとん

どの雌を予定日時に MIS (またはその前駆体 ) の注射に最適なステー

ジ  (ステージ 6) にすることができるかもしれない。ただし，この方法

では卵黄形成および最終的な卵母細胞の成熟のためのプライミングに

SPE を使用する。ウナギ属魚種の組換え生殖腺刺激ホルモンは，様々

な方法を用いて合成されてきた  (Kamei et al., 2003; Kazeto et al., 

2008; Kobayashi et al., 2010; Peñaranda et al., 2018)。近年，ニホン

ウナギの組換え濾胞刺激ホルモンや黄体形成ホルモンがチャイニーズ

ハムスター卵巣細胞株を用いて商業生産され  (Kazeto and Tanaka 

2020)，従来の SPE や hCG 投与よりも卵形成や精子形成の誘導に有効

であることが示されている  (Ohta et al., 2017; Kazeto and Tanaka 

2020)。今後，催熟プロトコールで SPE を組換え生殖腺刺激ホルモン

に置き換えた場合，卵母細胞の成熟進行に及ぼす温度の影響を再検討

し，低温と高温で飼育する場合の切り替えのタイミングを変更する必
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要がある。  

ウナギの卵質は，他の魚類と同様に様々な要因に依存している  

(Kjørsvik et al., 1990; Brooks et al., 1997)。例えば，催熟前の雌親魚

のタイプ  (銀化ウナギ，雌化養成等 ) と環境条件は，繰り返し行われる

SPE 注射に対する雌の反応性，ひいては卵質に影響を与える (Ijiri et 

al., 1998; Okamura et al., 2008; Chai et al., 2010)。親魚養成中の栄

養状態は，ビタミンや脂肪酸といった卵の生化学的組成に影響を与え，

孵化率や仔魚の生残率を変化させる  (Furuita et al., 2003, 2006, 

2007, 2009; Yamamoto et al., 2011)。さらに，ウナギの卵は排卵後急

速に過熟するため，排卵から授精までの時間が受精率や孵化率に強く

影響する (Ohta et al., 1996; Unuma et al., 2012)。したがって，卵質

は卵母細胞の最終成熟と排卵誘発のタイミングに完全に依存するわけ

ではない。図 20 および 24 に示すように，同じ時期に MIS 前駆体を投

与した雌でも，実験  1 では実験  2 よりも孵化率が悪かった。実験  1 

の卵質は，催熟前の環境条件など，上述のいくつかの理由によって低

下した可能性がある。さらに，MIS 前駆体をステージ 6 で投与した雌

から得られた卵の一部は，両実験で孵化率が悪かったが，これも上記

の何らかの理由によるものと考えられる。  

飼育下でウナギ属魚類から得られる卵質が低いことは，これら魚類

の増殖方法を開発するために取り組むべき世界的な緊急の課題である  

(Damsteegt et al., 2020; Kottmann et al., 2020)。数十年前から，ヨ

ーロッパウナギ A. anguilla (Müller et al., 2003; Pedersen 2004; Di 

Biase et al., 2017)，ニュージーランドウナギ A. australis (Lokman 

and Young 2000; Lokman et al., 2015)，およびアメリカウナギ A. 
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rostrata (Oliveira and Hable 2010) などの様々なウナギ種で催熟に

関する研究が盛んに行われてきた。雌の成熟を誘導するために，ニホ

ンウナギと同様のプロトコールが用いられたが，不安定な卵質が共通

の対処すべき問題となっている。これらの種のうち，A. anguilla では，

MIS 投与時間が卵質に及ぼす影響について，油球を指標として検討さ

れている  (Palstra et al., 2005; da Silva et al., 2018)。da Silva ら  

(2018) は，質の高い卵を産むヨーロッパ雌ウナギから得られた卵母細

胞の油球の直径の範囲は，MIS 投与時に 117〜160 µm で，ニホンウナ

ギでのステージ 6 (90〜110 µm) と比較して大きいことを報告してい

る。このことは，卵母細胞の最終成熟と排卵を誘導するための最適な

成熟状態が，種によって異なることを意味している。今後，MIS 投与

の最適なタイミングや卵母細胞の成熟の進行に及ぼす温度の影響が種

ごとに明らかになれば，高低温飼育により卵母細胞の成熟の進行の偏

りを平準化するこの方法は，他のウナギ属魚種でも利用できる可能性

がある。  

以上のことから，各雌を 15℃または 20℃で飼育することにより，卵

母細胞の成熟の進行の偏りを是正し，卵母細胞の成熟の進行を加速ま

たは減速させることができた。週 1 回の SPE 注射と排卵誘発に必要な

低温  (15℃前後 ) と高温  (20℃前後 ) でそれぞれ飼育すれば，特定の温

度で追加飼育する必要はない。今後の研究で低温飼育と高温飼育の適

切な切り替え時期を決定した上で，ほとんどの雌を MIS 投与に最適な

成熟期  (ステージ 6) にすることが可能と考えられる。  
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第 3 節 油球ステージ法の完成  

第Ⅳ章第 1 節において，新たなバイオマーカーとして卵母細胞の油

球に着目し，成熟の進行に応じて融合していくその径を油球ステージ

として 10 段階に定義した。  

そして，過去の事例から，孵化率 80％以上の成績が得られている場

合を解析したところ，油球ステージ 6 で排卵誘発を行い，油球ステー

ジ 7 で人工授精を行なっていることが分かった。  

第Ⅳ章第 2 節では，油球の融合は，飼育水温が高ければ  (20℃ ) 早

く進み，低ければ  (15℃ ) ゆっくり進む事が分かった。  

そこで，カニュレーションによる油球ステージの判定を，毎週 SPE

を投与する月曜日と，プライミングを行なう水曜日の 2 回設定し，そ

の時の油球ステージに応じて，20℃と 15℃の 2 種の飼育水温を使い分

けることにより，排卵誘発処理の木曜日に，目的の油球ステージ 6 に

誘導できる可能性を示した (図 25)。一方，月曜日に行なう第 1 回目の

油球ステージ判定では，そのほとんどがステージ 2 であることが分か

った。  

以上のことから，一定条件下における第 1 回目の油球ステージ出現

頻度の測定や，油球ステージ別の 1 週間後のステージ推移を測定する

ことにより，より簡単な油球ステージ誘導法を見出し，油球ステージ

法の完成を目指す。  
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1．材料と方法  

1-1．供試魚  

販売業者から購入したシラスウナギに対し，エストラジオール -17β

を添加した市販ウナギ用飼料  (10 mg/kg 飼料 ) を 6 か月間与えて雌化

し  (Tachiki et al., 1997)，その後，静岡県水産技術研究所浜名湖分場

の淡水池において通常の市販飼料を用いて約 1 年 6 か月間通常の方法

で養成した。シラスウナギの一部は，エストラジオール -17β を与えず

に飼育し，雄親魚を得た。この雌雄親魚を海水馴致して，無給餌条件

で催熟に供した。  

 

1-2．催熟  

Kagawa et al. (1997) および  Ohta et al. (1997) が報告した方法に

それぞれ修正を加え，雌ウナギおよび雄ウナギについて催熟を実施し

た。  

実験 1 では 53 尾の雌  (714±182 g，平均±標準偏差，以下同様 ) を，

実験 2 と 3 では，並行して行なっていた同様の成熟方法を行なった他

の試験の個体 19 尾を追加した 74 尾  (697±175g) を，4 基の 2000 L

循環水槽に収容し，海水 15℃で飼育した。雌ウナギには毎週月曜日に

SPE (20 mg/kg-BW) を腹腔内投与し飼育した。また，毎週注射前に体

重を測定し，以下の式で比体重を算出した。  

 

   比体重  (％ ) ＝体重×100／ホルモン処理開始時体重  

 

雄 ウ ナ ギ に は 毎 週 月 曜 日 に ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン  (2000 
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IU/kg-BW) を腹腔内注射し，成熟を誘導した。排精した雄から精子を

繰り返し得て，人工精漿  (Ohta and Izawa, 1996) で 100 倍に希釈し，

3 週間以内に人工受精に使用した。使用前に顕微鏡を用いて，精子の

運動活性を評価した。  

ホルモン注射や配偶子採取の際には，雌雄のウナギは海水に溶かし

た 2-フェノキシエタノール  (1 mL/L) で麻酔をかけた。  

実験 1 では，飼育水温 15℃において SPE の反復投与を行なった。

第 1 回目の SPE 投与前の体重から，月曜日の SPE 投与時に比体重が

110％に達し，かつその週の水曜日に比体重が 120％に達していた雌ウ

ナギについて，水曜日に油球ステージを判定した。油球ステージの判

定には，カニュレーションによって生殖腺から卵母細胞を採取し，採

取した卵母細胞から任意に 15 粒抽出し判定した。この時，油球ステー

ジが 2，3，4 の個体を次の実験 2 に使用した。  

実験 2 は，実験 1 と実験 2 で追加した油球ステージ 2，3，4 だった

個体について，1 週間後の水曜日に再度卵母細胞を実験 1 と同様に採

取し，同様の方法で油球ステージを判定して，油球ステージの推移を

観察した。  

実験 3 は，出現した油球ステージ 5 の 16 尾について，水曜日の SPE

プライミング後，任意に飼育水温 15℃と 20℃の試験区に分けて，木曜

日の排卵誘発時の油球ステージを判定するとともに，金曜日の排卵後，

卵を人工授精に供し，ふ化率を調べた。  
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1-3．油球ステージの測定  

各雌の成熟状態を評価するため，カニュレーションにより採取した

卵母細胞を 0.9% NaCl 中にて実体顕微鏡で観察し，写真を撮影した。

最も成熟が進んだ状態の卵母細胞の中から 15 個の卵母細胞を無作為

に選び，油球ステージの判定に使用した。各卵母細胞における油球の

状態は，第Ⅳ章第 1 節に従ってステージ 1〜10 に分類し，15 個の卵母

細胞の中央値をその個体のステージと定義した。  

 

1-4．孵化実験  

採卵した中から 2 g の卵を計り取り，人工精漿で希釈した精液 1 mL 

(精子運動率 50％以上 ) を媒精した後，100 mL 中約 30 mL の海水を

入れて人工授精を行い，約 1 分経過した後，100 mL のビーカーに戻

した。駒込ピペットで海水をポンピングし，よく撹拌した後，任意に

受精卵ごと海水 1 mL を 3 回計り取り，シャーレに入れた。これに含

まれる約 120 個の卵を用いて，48 ウェル組織培養マイクロプレートを

用いた個別飼育法  (Unuma et al., 2004) で孵化率を評価し，受精卵を

入れたマイクロプレートは 25℃で培養した。孵化率は人工授精から 3

日後に計数した。この値は，各雌について以下の式で算出した。  

 

孵化率  (％ ) ＝100× (孵化仔魚の数 ) ／  (マイクロプレートに収容さ

れた受精卵の数 )  

 

1-5．統計解析  

データは特に指定がない限り，平均値±標準偏差で表した。実験 3 の
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ふ化率等の群間の差を調べるために，BellCurve for Excel version 2.0 

(Social Survey Research Information Co., Ltd; Tokyo, Japan) を用

いて，Mann-Whitney の U 検定を行なった。統計的有意性はｐ＜0.05

とした。  
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2．結果  

2-1．水温 15℃で SPE を反復投与して比体重 120％になった時の油球

ステージの分布  

 図 26A に，水温 15℃で毎週月曜日に SPE を反復投与し，初めて月

曜日に比体重 110％に達し，かつ水曜日に比体重 120％を超えた個体

の油球ステージの分布を示した。53 尾中条件を満たした個体は 47 個

体で，そのうちの 53.2％にあたる 25 尾が油球ステージ 3 となり一番

多かった。次に，23.4％にあたる 11 尾が油球ステージ 4，19.1％にあ

たる 9 尾が油球ステージ 2 となり，この 3 つのステージで全体の 95.7％

を占めた。残りの 4.3％にあたる 2 尾が油球ステージ 5 となった。  

 

2-2．油球ステージ 2 から 4 の個体が SPE 投与後水温 15℃で飼育した

場合の 1 週間後の油球ステージの分布  

 図 26B に，水曜日に油球ステージ 2 だった個体 11 尾について，翌

週の月曜日に再び SPE を投与して，水曜日に各個体の油球ステージを

測定した。その結果，11 尾中 7 尾がステージ 3 に進み，3 尾がステー

ジ 4 に進んだ。1 尾のみがステージ 2 のままだった。  

 図 26C に，水曜日に油球ステージ 3 だった個体 42 尾について，翌

週の月曜日に再び SPE を投与して，水曜日に各個体の油球ステージを

測定した。その結果，42 尾中 23 尾がステージ 4 に進み，6 尾がステ

ージ 5 に進んだ。12 尾がステージ 3 のままとなり，1 尾はステージ 2

と判定された。  

 図 26D に，水曜日に油球ステージ 4 だった個体 15 尾について，翌

週の月曜日に再び SPE を投与して，水曜日に各個体の油球ステージを  
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測定した。その結果，15 尾中 10 尾がステージ 5 に進み，2 尾がステ

ージ 7 に進んだ。2 尾がステージ 4 のままとなり，1 尾はステージ 3 と

判定された。  

 

2-3．油球ステージ 5 の個体をプライミング後水温 15℃と 20℃で 24

時間飼育した場合の油球ステージの推移と孵化率  

 図 2７A に，水曜日に油球ステージ 5 だった 16 尾について，SPE 追

加投与後水温 15℃と 20℃で 1 日飼育した後の油球ステージの分布を

示した。15℃で飼育した 8 尾のうち，5 尾はステージ 5 のままと判定

され，3 尾がステージ 6 に進んだ。一方 20℃で飼育した 8 尾は，1 尾

はステージ 5 のままと判定されたが，2 尾がステージ 6 に進み，5 尾

がステージ 7 まで進んだ。図 27B に金曜日の人工授精後に測定した孵

化率を示した。15℃で飼育した群は，平均 25.7±22.3％，20℃で飼育

した群は，平均 9.7±5.5％と，SPE 投与後 15℃で飼育した試験区の方

が高値を示したが，有意差はみられなかった。  
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3．考察  

毎週月曜日に SPE の反復投与を行い，月曜日に比体重が初めて

110％を超え，水曜日に体重が催熟開始時の 120%を超えた個体の初回

カニュレーション時の油球ステージは 3 が最も多く，続いて 4 であり，

2 と 5 も含まれていた (図 26)。ステージ 2 だった個体を 1 週間見送っ

ても，ステージ 3 もしくは 4 までしか進まず，同様に，ステージ 3 や

4 だった個体も大半はステージが 1 段階か 2 段階進むにとどまった (図

26)。これまでの研究で，SPE プライミングから MIS までが 24 時間

で水温 20℃の場合には，プライミングの適期はステージ 3-4 であるこ

とがわかっている。適期を過ぎてしまう，即ち過熟になることを避け

るため，第Ⅳ章第 2 節では，月曜日にもカニュレーションを行なうこ

とを検討したが，第Ⅳ章第 2 節の結果も合わせてみても，出現するス

テージは 2 または 3 がほとんどであり，これらの結果からは水温 15℃

で 1 週間見送っても過熟になる可能性は低いと考えられた。  

 ステージ 5 の個体を用いて SPE プライミング後の飼育水温を変え

た実験では，両試験区とも 8 尾が排卵した。20℃区では木曜夕方には

大半の個体が MIS 投与には遅いステージ 7 になっていたのに対し，

15℃区ではステージの進行がかなり抑えられ (図 27A)，卵質も 20℃区

より 15℃区のほうが良かった (図 27B)。このことから，SPE プライミ

ング時にステージ 5 であっても，水温 20℃ではなく 15℃で飼育すれ

ば過熟を回避して卵質を維持できることが確認された。これらのこと

から，あえて月曜日にカニュレーションを実施することは必要ないと

考えられた。  

第Ⅳ章第 1，2 節の成果をあわせると，油球ステージ法の作業スケジ
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ュールは，図 28B に示すように排卵誘発の見極めを従来法 (図 28A)の

卵径から油球ステージに変更するとともに，15℃と 20℃の飼育水の使

い分けによって SPE プライミングから MIS 投与までの成熟を調節す

る方法が最善と考えられる。第Ⅳ章ではこれまで個体毎に成熟を加速・

減速する方法を目指してきたが，月曜日のカニュレーションは必要無

いことがわかったので，カニュレーションは水曜日のみ，飼育水温は

標準 (SPE プライミング後に 20℃ )と減速 (同 15℃ )のみである。以上で，

油球ステージ法が完成したと考えられる。  
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第Ⅴ章 総合討論  

本研究ではまず，第Ⅱ章において，催熟で使用する雌化ウナギは何

歳が適当なのかを知るために，年級の異なる雌親魚における卵巣発達

の周年変化を調べた。その結果，初回成熟（春機発動）の養成 2 年目

の個体は秋季に卵巣が発達し，卵母細胞の油球形成は顕著に進行する

が，冬季から春季にかけて油球形成後期の卵母細胞の一部は退行する

と思われた。養成 3 年目になると，卵巣中の退行していない次群の卵

母細胞の油球形成は進行するが，2 回目の成熟では初回ほど発達した

個体が少なくなると考えられた。このような周年変化を毎年繰り返す

が，高齢になるほど油球形成後期に達する卵母細胞は少なくなる。血

中 11KT 変化もこのことをよく裏付けていた。  

以上のように，高齢になるほど秋季の卵巣発達が悪くなることが初

めて明らかになり，このことが催熟結果に表れ，良質卵が得にくくな

ると考えられる。よって，催熟試験を行なう場合は，9 月頃から行なう

秋季催熟では，前年の冬～春季に購入したシラスウナギを雌化した養

成 2 年目の親魚を用いること，4 月頃から行なう春季催熟では，前々

年の冬～春季に購入したシラスウナギを雌化した養成 3 年目の親魚を

用いることが，催熟技術の高度化を目指す上で，再現性および孵化率

の高い受精卵を得ることにおいても重要だと考えられる。また，長期

間飼育した雌化養成親魚を用いることは，それに至るまでの餌代や，

施設によっては飼育のためのボイラーを稼働させる重油代，重くなっ

た体重に対して使用する SPE の量など，余分にかかる経費についても

考えなければならない。  

第Ⅱ章で得られた結果に従い，使用する雌化親魚の年齢を同じにし



94 
 

ても，秋季催熟に比べると春季催熟の成績は低い傾向がみられる。そ

の原因の一つとして，第Ⅱ章で記したように，飼育下では秋季から冬

季に発達した卵母細胞が，その後の継続飼育により退行する事が一因

と考えられる。そこで第Ⅲ章では，春季催熟前の冬季蓄養条件を検討

し，卵母細胞の退行を防ぎ，春季催熟技術の改善を試みた。第Ⅱ章で

は加温飼育を行なったが，冬季に 23℃まで低下したため，秋季に卵巣

が発達し春季には退行すると予想された。そこで，冬季水温を 26℃に

保つことで春季の退行を防ぎ，様々な環境条件で蓄養した。その結果，

催熟前には全群で卵径 200 µm 以上あり，催熟可能なサイズと確認さ

れた。第Ⅱ章の結果では，4 月頃から卵母細胞の一部が退行するよう

であるが，淡水高水温区でも顕著な退行は観られなかったため，少な

くとも養成 2 年目の秋から 4 月までは催熟に使用できることを示すこ

とができた。本研究では，催熟前に 15℃に水温低下と海水馴致をして

いるため，淡水高水温区でも孵化仔魚が得られたと思われる。各群の

催熟の結果，平均孵化率は約 20-60％と多くの良質卵が得られた。採

卵までの経過週数から判断すると，早期に海水馴致化した試験区が，

催熟前の卵巣発達がやや進行していたようである。組織学的観察では，

各群で油球形成後期から卵黄形成初期の卵母細胞を有する個体がみら

れたが，淡水高水温区では卵黄形成を開始している個体はいなかった。

従って，卵黄形成は低水温（15℃）で 2 週間程度では開始しないと思

われる。  

以上のように，春季催熟前の冬期蓄養の水温低下と海水化が卵巣発

達を促進することおよび冬季でも 26℃の高水温かつ淡水環境が卵巣

発達を抑制することが確認された。春季催熟にもかかわらず 12 月海



95 
 

水化 15℃区の平均ふ化率は約 60%と極めて良質卵が得られる個体が

多かったことは特筆すべきことである。また，低水温および海水化は

卵黄形成を促進するが，日長との関係については詳細な実験はできな

かった。天然の下り（銀）ウナギは秋季の低水温，短日化で多くの個

体の卵巣が卵黄形成初期にまで発達する。第Ⅱ章の結果から判断する

と，高水温条件でも 5 月から夏ころまでは卵母細胞の退行がさらに進

行すると思われ，この時期の催熟と採卵は難しくなると考えられるた

め，今後さらに親魚の飼育環境（水温と日長）を検討する必要がある。

高水温を維持することは極めて経費がかかるため，秋季の卵巣発達に

及ぼす長日条件を様々な飼育水温で検討する必要があろう。  

また，催熟前の卵巣発達の個体差が大きいことも明らかになった。

このことがその後の催熟結果に影響していることはほぼ間違いないが，

催熟前の卵巣発達度合を知るためには生検する必要があり，逆に生検

が大きなストレスとなり，その後の卵巣発達を抑制する可能性も考え

られる。しかし，第Ⅲ章では全個体を生検しており，問題はなかった。

一方，生検には手間がかかるので，催熟個体数が多い場合は省略する

ことになるのかもしれない。  

現在行われているウナギの卵を得るためのプロトコールでは，雌に

毎週 SPE を注射して卵母細胞の発達を促している。卵母細胞が十分に

成長した雌には，さらにプライミングのための SPE と MIS（DHP ま

たはその前駆体の 17α-OHP）が投与される。これらの処理を行なわな

いと，卵母細胞は最終成熟と排卵に至ることは殆どなく，多くの場合

さらなる SPE の注射により細胞質が変性し，排卵前（濾胞内）過熟と

なる。卵質が低い最も大きな原因は，これらのホルモン処理のタイミ
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ングが不適切であることが挙げられる。雌の成熟の進行を評価するた

めに，最近のウナギの催熟プロトコールでは，体重と卵母細胞径がマ

ーカーとして使用されている。しかし，他のバイオマーカーを用いる

ことで，排卵誘発する最適なタイミングを見つけやすくなり，結果と

して卵質が向上する可能性がある。その候補の一つが卵母細胞中の油

球である。油球は最終成熟期に互いに融合することで急速な形態変化

を示す。油球をバイオマーカーとして利用するためには，その融合の

進行度合いを段階的に分類することが必要であった。そこで第Ⅳ章で

は，ウナギ卵母細胞における油球の形態変化を分類し，SPE と MIS の

連続処理による排卵誘発のタイミングを最適化するためのバイオマー

カーとしての有効性を検討した。  

第 1 節では，ウナギ卵母細胞の油球の形態変化を直径により 10 段

階に分類し，ホルモン処理のタイミングと卵質の関係を調べることに

より，排卵誘導に最適な段階を明らかにした。これまで，ウナギの卵

母細胞の発達におけるステージ分類は，いくつかの論文で報告されて

いる。ニホンウナギ，ニュージーランドウナギ，ヨーロッパウナギの

組織学的観察に基づいて，染色仁期から核移動期，過熟期までの幅広

い卵母細胞の発達段階が分類された。卵母細胞の最終成熟については，

Pedersen (2003) と  Palstra ら  (2005) がヨーロッパウナギについ

て，油球の出現，卵母細胞径および核移動に基づいて，それぞれ 4 段

階と 7 段階に分類している。しかし，これまでの研究では，排卵誘導

ホルモンを投与した段階とその後の排卵および卵質との関係は十分に

解明されておらず，その主な理由は，良質の卵を得た雌の事例数が不

十分であったためである。  
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現在行われている雌ウナギの催熟の方法を用いると，極めて質の高

い卵（孵化率 80％以上）は，まれにしか得られない。卵質は排卵誘発

のタイミングだけに依存するわけではないが，ホルモン処理のタイミ

ングを含め，卵質に必要な条件をすべて満たした場合にのみ，このよ

うな質の高い卵が得られると考えられる。したがって，そのように高

い質の卵が得られた雌に  SPE や  MIS を投与したタイミングを調べ

ることで，最適な処理のタイミングを明らかにすることができる。そ

の結果，養成雌化ウナギについて高い卵質の卵が得られた雌の多くは，

ステージ 3 または 4 で SPE をプライミングし，ステージ 6 で 17α-

OHP を投与し，その結果ステージ 7 で排卵したことがわかった。また，

成熟の進行を正確に評価するためには，卵母細胞径や比体重よりも油

球ステージの方がより感度の高いバイオマーカーとなり得ると考えら

れた。油球ステージをバイオマーカーとして使用ことで，ニホンウナ

ギにおいて質の高い卵の生産性が向上することが示唆された。  

それでは，そのような条件の油球ステージにどうやって誘導するか

が問題となる。卵母細胞の最終成熟と排卵は，温度に影響されること

が示されている（Kagawa, 2006）。したがって，油球ステージは飼育

水温の影響を受けて進行することが予想される。SPE によるプライミ

ングから排卵まで水温を 20℃に保ち，第 1 節の結果のように，SPE の

プライミングと MIS の投与間隔が 24 時間程度であれば，プライミン

グはステージ 3〜4，MIS 投与はステージ 6，排卵（人工授精）はステ

ージ 7 が最適タイミングとなる。飼育水温操作によって，これらのス

テージで全ての雌を処理できるように技術を向上させれば，不適切な

処理タイミングによる卵質低下を最小限に抑え，質の高い卵を得る機
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会を増やすことができると考えられる。そこで第２節では，それぞれ

の処理に最適な油球ステージに誘導するための方法を検討した。もち

ろん，催熟期間中，毎日 24 時間雌の最終成熟の進行をモニター出来れ

ばそのような技術は不要であるが，種苗生産試験中に毎日実施するこ

とは非現実的であり，現在のプロトコールで実施されてきたように，

予定された曜日と時間に MIS を投与することが現実的である。その第

一歩として，第２節では，MIS 投与前の 3 日間の飼育水温操作が，卵

母細胞の成熟進行に及ぼす影響を検討した。通常，雌ウナギの催熟に

は，低温（15℃）と高温（20℃）での飼育が行われている。卵母細胞

の成熟の進行制御をこの 2 種類の飼育水を用いて行なうことは，現状

の施設でも可能であり，好都合である。そこで，雌ウナギ親魚の飼育

に水温 15℃と 20℃の海水を用い，卵母細胞の成熟進行の加速と減速

を検討した。その結果，15℃と 20℃で飼育することで，各雌の卵母細

胞の成熟の進行を加速または減速できることが明らかになった。  

次の検討項目として，全ての雌に最適なステージで MIS を投与する

ために，各雌の卵母細胞の成熟の進行を制御する方法を開発する必要

があり，水温 15℃と 20℃での雌親魚の適切な飼育方法を決定する必

要がある。飼育水温 15℃と 20℃の切り替えのタイミングを変更すれ

ば，ほとんどの雌を予定日時に MIS（またはその前駆体）の投与に最

適なステージ（ステージ 6）にすることが可能かもしれない。一方，月

曜日に行なう第 1 回目の油球ステージ判定では，そのほとんどが油球

ステージ 2 であることが分かった。以上のことから，第 3 節では，一

定条件下における第 1 回目の油球ステージ出現頻度の測定や，油球ス

テージ別の 1 週間後のステージ推移を測定することにより，より簡単
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な油球ステージ誘導法を見出し，油球ステージ法の完成を目指した。

毎週月曜日に SPE の反復投与を行い，月曜日に比体重が初めて 110％

を超え，水曜日に体重が催熟開始時の 120%を超えた個体の初回カニ

ュレーション時の油球ステージは 3 が最も多く，続いて 4 であり，2

と 5 も含まれていた。第 2 節での結果では，油球ステージは 2 が最も

多かったが，これは月曜日時点での結果であり，条件が異なる。しか

し，比体重 110％を一つの目安としておけば，最適期を過ぎた個体ば

かりが出現することは無いと思われる。ステージ 2 だった個体を 1 週

間見送っても，ステージ 3 もしくは 4 までしか進まず，同様に，ステ

ージ 3 や 4 だった個体も大半はステージが 1 段階か 2 段階進むにとど

まった。これまでの研究で，SPE プライミングから MIS までが 24 時

間で水温 20℃の場合には，プライミングの適期はステージ 3-4 である

ことがわかっている。適期を過ぎてしまう，即ち過熟になることを避

けるため，第Ⅳ章第 2 節では，月曜日にもカニュレーションを行なう

ことを検討したが，第Ⅳ章第 2 節の結果も合わせてみても，出現する

ステージは 2 または 3 がほとんどであり，これらの結果からは水温

15℃で 1 週間見送っても過熟になる可能性は低いと考えられた。ステ

ージ 5 の個体を用いて SPE プライミング後の飼育水温を変えた実験

では，20℃区では木曜夕方には大半の個体が MIS 投与には遅いステー

ジ 7 になっていたのに対し，15℃区ではステージの進行がかなり抑え

られ，卵質も 20℃区より 15℃区のほうが良かった。このことから，

SPE プライミング時にステージ 5 であっても，水温 20℃ではなく 15℃

で飼育すれば過熟を回避して卵質を維持できることが確認された。こ

れらのことから，あえて月曜日にカニュレーションを実施することは



100 
 

必要ないと考えられた。  

以上のように，第Ⅳ章第 1，2 節の成果をあわせると，油球ステージ

法の作業スケジュールは，排卵誘発の見極めを従来法の卵径から油球

ステージに変更するとともに，15℃と 20℃の飼育水の使い分けによっ

て SPE プライミングから MIS 投与までの成熟を調節する方法が最善

と考えられる。第Ⅳ章ではこれまで個体毎に成熟を加速・減速する方

法を目指してきたが，月曜日のカニュレーションは必要無いことがわ

かったので，カニュレーションは水曜日のみ，飼育水温は標準 (SPE プ

ライミング後に 20℃ )と減速 (同 15℃ )のみである。以上で，油球ステ

ージ法が完成したと言える。  

しかし，ウナギの卵質は，先述のように，様々な要因に依存してお

り，例えば，養成中の親魚の栄養状態は，卵中の生化学的組成に影響

を与え，孵化率や仔魚の生残率に影響を与える。さらに，ウナギの卵

は排卵後急速に過熟になるため，排卵から人工授精までの時間が受精

率や孵化率に強く影響する。しかし，人工授精ではなく雄との産卵行

動により受精卵を得ている研究機関もあり，この場合は排卵後過熟を

気にする必要はないかもしれない。むしろ，大量種苗生産をする場合

には，人工授精作業が不要になるため省力化できる。  

したがって，卵質は排卵を誘発するタイミングに完全に依存するわ

けではないが，卵質にとって重要な要因の一つであることは確かであ

る。第Ⅳ章から，推定される最適な時期に排卵させた雌でも低い質の

卵が観察されることがあり，排卵誘発のタイミングは必要条件ではあ

るが，十分条件ではない。良質な卵を得るためには，上述の要因も考

慮する必要があろう。加えて，本研究で提案した方法も多少の熟練が
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必要であり，作業する人によっては，安定して良質卵を生産できない

場合もある。  

現在の催熟方法では，卵黄形成および最終成熟のためのプライミン

グに SPE を使用する。しかし，近年ウナギ属魚種の組換え生殖腺刺激

ホルモンが様々な方法を用いて合成されてきた。先述のように，ニホ

ンウナギの組換え濾胞刺激ホルモン (FSH)や黄体形成ホルモン（LH）

が商業生産される様になり，従来の SPE や hCG 投与よりも卵形成や

精子形成の誘導に有効であることが示されている (Ohta et al., 2017; 

Kazeto and Tanaka 2020)。催熟実験で使用する雌化ウナギの年齢は

本研究で得られた知見を適用するのが良いと思われるが，最近では，

催熟プロトコールで SPE を組換え生殖腺刺激ホルモンに置き換え，

FSH や LH の適時処理や，卵母細胞の成熟進行に及ぼす温度の影響も

再検討され，本研究で得られた知見をもとに，組換え生殖腺刺激ホル

モン用に再構築されつつある。  

天然ウナギの卵巣中の卵母細胞は二つのサイズが異なる卵群が揃っ

て存在しているのに対して，SPE による催熟魚では多くの卵群がある。

SPE には LH が多く含まれ，卵群が不揃いになる原因と予想される。

これに対して FSH 処理は卵群が不揃いになることはなく，SPE 処理

より優れている。しかし，組換え生殖腺刺激ホルモンは SPE より高価

であるため，本研究で得られた成果を適用した効果的な使用が望まれ

る。  

以上本研究の結果から，催熟試験に使用する雌化親魚は，秋季催熟

ではシラスウナギから養成 2 年目の雌化親魚を，春季催熟では養成 3

年目の雌化親魚を用い，冬季蓄養条件も考慮に入れ催熟を行なうこと
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で高い確率で良質卵が得られることを示した。催熟試験は再現性が低

いと関係者の間で言われることが多いが，これは経験不足による採卵

時のハンドリングや，用いる雌化養成親魚の年齢の違いなどが影響す

るためだと考えられる。親魚として，余った高齢魚を使用することは，

全く異なる条件の個体を供試魚として用いることになるのである。ま

た，油球ステージ法の導入は，カニュレーション後，卵径を測定する

ことなく，その場で検鏡すればステージ判定でき，作業が効率化する

ことも提案できた。これらの知見は，ニホンウナギの孵化率向上に必

ず貢献できるであろう。本研究成果により，二ホンウナギの人工種苗

生産技術開発における重要課題の一つである卵質改善については，卵

質悪化の分子機構解析は残されているものの，技術面ではほぼ解決さ

れたと言え，他の重要課題である仔魚に与える飼料や飼育設備の改善

および総合的なシラスウナギ生産コスト削減が研究の中心となってい

くであろう。  
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第Ⅵ章 要約  

本研究では，雌化養成ニホンウナギを用いた催熟技術の高度化を目

指し，年級の異なる雌化ウナギにおける卵巣発達の周年変化，春季催

熟における成績向上のための冬季蓄養条件の検討，最適な時期に排卵

誘発するための新たなバイオマーカーとして，油球の融合状態を指標

化する検討を行なった。そして，そのステージ制定，孵化率が高いと

きの SPE プライミング時，MIS (またはその前駆体 ) 投与時，人工授

精時の油球ステージを調べた。また，15℃と 20℃の飼育水温を用いて

その最適期に誘導する方法について検討した。以下に，本研究で得ら

れた知見をまとめる。  

 

(1) 年級の異なる雌化ウナギにおける卵巣発達の周年変化  

催熟で使用する雌化ウナギは何歳が適当なのかを調べるため，養成

2 年目  (平均体重±標準誤差  (以下，同じ ) ：553.1g±166.3 g)，3 年目  

(920.4g±202.1 g)，6 年目  (1,216.6±118.1 g) の雌化養成ウナギを用い，

淡水，自然日長下のハウス内で淡水高温  (水温 23～28℃ ) 飼育し，お

およそ月に 1 回，各年級群７～９尾飼育水槽から任意に抽出し，卵巣

発達の周年変化を調べた。  

その結果，養成 2 年目の雌化ウナギの卵径および GSI は，5 月には

他の年級群と比べて有意に低値を示したが，11 月以降は，他の年級群

に比べ高値を示した。卵巣中の卵母細胞のステージは 5 月には油球形

成後期の卵母細胞は観られなかったが，10 月以降は油球形成後期の卵

母細胞が多く，卵黄形成初期に達したものもあった。しかし，養成 3

年目の 5 月になると，油球形成後期の卵母細胞は多くが退行した。退
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行しなかった次群の卵母細胞は再び油球形成が進行したが，2 年目ほ

ど発達したものは多くはなかった。養成 6 年目になると，卵径および

GSI は，常に他の年級より低値を示し，油球形成後期に達する卵母細

胞はほとんど観られなかった。これらの変化に伴い血中 11KT 量は養

成 2 年目と 3 年目は春季から秋季に向けて上昇し，特に養成 2 年目の

値の上昇は顕著で，他の年級群と比べて有意に高値を示した。一方，

養成 6 年目の値は多くが他の年級群より低値を示した。  

以上のように，高齢になるほど秋季の卵巣発達が悪くなることが初

めて明らかになり，このことが催熟結果に表れ，良質卵が得にくくな

ると考えられた。また，生検により個体を殺すことなく取り出した卵

巣卵の卵径や血中 11KT 量が良質親魚を識別するよい指標となること

も確認された。しかし，いずれの年級群においても卵巣発達の個体差

は大きく，若齢魚でも催熟成績が悪かったり，高齢魚でも良質卵が得

られたりすることも珍しくはないことから，催熟前の卵巣発達度を事

前に把握しておくことにより，良質卵を多く得ること考えられた。  

 

(2) 春季催熟技術の改善  

秋季から冬季に行なう催熟結果に比べて，春季に行なう催熟成績は

低い傾向がみられる。その原因の一つとして，第Ⅱ章で記したように，

飼育下では秋季から冬季に発達した卵母細胞が，その後の継続飼育に

より退行するためと思われる。1 年中，良質卵を得るためには，春季催

熟結果の向上が不可欠であり，そのためには，卵母細胞の退行をなる

べく防ぐ技術が必要不可欠である。そこで本章では，春季催熟前の冬

季蓄養条件を検討し，卵母細胞の退行を防ぎ，春季催熟技術の改善を
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試みた。  

実験には養成 2 年目の雌化養成ウナギを用いた。12 月 1 日までは水

温 26～28℃，自然日長で淡水給餌飼育した。12 月 1 日からは 12 月海

水化自然水温区，12 月海水化 15℃区，2 月海水化 15℃区，淡水高水

温区  (給餌あり ) の計 4 群を設けた。これらの条件で蓄養した結果，

催熟前には全群で卵径 200 µm 以上あり，催熟可能なサイズと確認さ

れた。Ⅱ章の結果では，4 月頃から卵母細胞の一部が退行するようで

あるが，淡水高水温区でも顕著な退行は観られなかったため，少なく

とも養成 2 年目の秋から 4 月までは催熟に使用できると考えられた。  

各群の催熟の結果，平均孵化率は約 20-60％と多くの良質卵が得ら

れた。採卵までの経過週数から判断すると，12 月海水化自然水温区と

12 月海水化 15℃区における催熟前の卵巣発達がやや進行していたよ

うである。組織学的観察では，各群で油球形成後期から卵黄形成初期

の卵母細胞を有する個体がみられたが，淡水高水温区では卵黄形成を

開始している個体はいなかった。従って，卵黄形成は低水温  (15℃ ) で

2 週間程度では開始しないと考えられた。  

 以上のように，春季催熟前の冬期蓄養の水温低下と海水化が卵巣発

達を促進することおよび高水温かつ淡水環境が卵巣発達を抑制するこ

とが確認された。12 月海水化 15℃区の平均ふ化率は約 60%と極めて

良質卵が得られる個体が多かった。一方，12 月海水化自然水温区は有

意にふ化率が低かったが，催熟前の水温が 15℃区より低かったことが

原因と考えられた。また，催熟前の卵巣発達の個体差が大きいことも

明らかになった。Ⅱ章の結果から判断すると，高水温条件でも 5 月か

ら夏ころまでは卵母細胞の退行がさらに進行すると思われ，この時期
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の催熟と採卵は難しくなると考えられるため，今後親魚の飼育環境  

(水温と日長 ) を工夫する必要があると考えられた。  

 

(3)油球ステージ法の確立による催熟技術の高度化  

現在，ウナギの卵を得るためのプロトコールでは，雌に毎週 SPE を

注射して卵母細胞の発達を促している。卵母細胞が十分に成長した成

熟雌は，最終成熟とそれに続く排卵を誘導するために，プライミング

のための SPE と卵成熟誘起ステロイド  (MIS) またはその前駆体を投

与する。これらの処理を行わないと，卵母細胞は最終成熟と排卵に至

ることは殆どなく，多くの場合さらなる SPE の注射より細胞質が変性

し，過熟となる。卵質が低い最も大きな原因は，これらのホルモン処

理のタイミングが不適切であることが挙げられる。雌の成熟の進行を

評価するために，最近のウナギの催熟プロトコールでは，比体重と卵

母細胞径がマーカーとして使用されている。しかし，他のバイオマー

カーを用いることで，排卵誘発する最適なタイミングを見つけやすく

なり，結果として卵質が向上する可能性がある。その候補の一つが卵

母細胞中の油球である。油球は最終成熟期に互いに融合することで急

速な形態変化を示す。油球をバイオマーカーとして利用するためには，

その融合の進行度合いを段階的に分類することが必要である。そこで

第Ⅳ章では，ウナギ卵母細胞における油球の形態変化を分類し，SPE

と MIS の連続処理による排卵誘発のタイミングを最適化するための

バイオマーカーとしての有効性を検討した。  

第 1 節では，ウナギ卵母細胞の油球の形態変化を直径により 10 段

階に分類し，ホルモン処理のタイミングと卵質の関係を調べることに
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より，排卵誘導に最適な段階を明らかにした。その結果，高い卵質の

卵が得られた雌の多くは，ステージ 3～4 で SPE をプライミングし，

ステージ 6 で 17α-OHP を投与し，その結果ステージ 7 で排卵したこ

とがわかった。また，卵母細胞径や比体重よりも油球ステージの方が

より感度の高いバイオマーカーとなり得ることが示され，ニホンウナ

ギにおいて質の高い卵の生産性が向上することが示唆された。  

第 2 節では，各雌を 15℃または 20℃で飼育することにより，卵母

細胞の成熟の進行の偏りを是正し，卵母細胞の成熟の進行を加速また

は減速させることができた。週 1 回の SPE 注射と排卵誘発に必要な低

温  (15℃ ) と高温  (20℃ ) でそれぞれ飼育すれば，新たな温度帯の水槽

を用意する必要はない。低温飼育と高温飼育の適切な切り替え時期を

決定した上で，ほとんどの雌を MIS 投与に最適な成熟期  (ステージ 6) 

に誘導することが可能と考えられた。  

第 3 節では，毎週月曜日に SPE の反復投与を行い，月曜日に比体重

が初めて 110％を超え，水曜日に体重が催熟開始時の 120%を超えた個

体の初回カニュレーション時の油球ステージを調べた。その結果，ス

テージ 3 が最も多く，続いて 4 であり，2 と 5 も含まれていた。ステ

ージ 2 だった個体を 1 週間見送っても，ステージ 3 もしくは 4 までし

か進まず，同様に，ステージ 3 や 4 だった個体も大半はステージが 1

段階か 2 段階進むにとどまった。第Ⅳ章第 2 節では，月曜日にもカニ

ュレーションを行なうことを検討したが，第Ⅳ章第 2 節の結果も合わ

せてみても，出現するステージは 2 または 3 がほとんどであり，これ

らの結果からは水温 15℃で 1 週間見送っても過熟になる可能性は低

いと考えられた。  
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 ステージ 5 の個体を用いて SPE プライミング後の飼育水温を変え

た実験では，20℃区では木曜夕方には大半の個体が MIS 投与には遅い

ステージ 7 になっていたのに対し，15℃区ではステージの進行がかな

り抑えられ，卵質も 20℃区より 15℃区のほうが良かった。このことか

ら，SPE プライミング時にステージ 5 であっても，水温 20℃ではなく

15℃で飼育すれば過熟を回避して卵質を維持できることが確認された。

これらのことから，あえて月曜日にカニュレーションを実施すること

は必要ないと考えられた。以上のことから，油球ステージ法の作業ス

ケジュールは，排卵誘発の見極めを従来法の卵径から油球ステージに

変更するとともに，15℃と 20℃の飼育水の使い分けによって SPE プ

ライミングから MIS 投与までの成熟を調節する方法が最善と考えら

れる。カニュレーションは従来どおり水曜日のみで，飼育水温は標準

(SPE プライミング後に 20℃ )と減速 (同 15℃ )のみで良いことが分か

り，油球ステージ法が完成したと考えられた。  
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